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1 UVOD 
Človek že od nekdaj s svojimi aktivnostmi in posegi v naravo spreminja okolje. Mnoge 
antropogene dejavnosti, kot sta denimo rudarstvo in težka industrija, imajo za posledico 
onesnaženo in močno degradirano ali celo uničeno okolje.  
Primer takšnega okolja je tudi območje Žerjava, ki se nahaja v bližini Mežice (na Koroškem, 
v severni Sloveniji) in je bilo vse od 15. stoletja precej obremenjeno z rudarjenjem. Tam se 
je nahajala tudi talilnica svinca, zaradi česar je to območje še danes zelo onesnaženo s 
prekomernimi koncentracijami kovin kot so svinec, kadmij in cink (Kugonič, 2009). 
Dolgotrajno obremenjevanje okolja s prahom, ki je vseboval velike količine teh kovin in 
emisijami SO2, je povzročilo skoraj popolno degradacijo okoliške vegetacije. Po prenehanju 
delovanja talilnice si je vegetacija opomogla s procesi naravne sukcesije in povečala se je 
tako pokrovnost tal kakor tudi biodiverziteta rastlin (Vidic s sod., 2006). Ena najbolj 
značilnih pionirskih lesnatih rastlinskih vrst, ki naselijo takšna območja je tudi vrba iva 
(Salix caprea), ki kaže veliko toleranco na povišane koncentracije kovin v tleh (Punshon in 
Dickinson, 1997) in je tudi prevladujoča lesna vrsta na območju Žerjava (Regvar in sod., 
2006). 
Dokazano je bilo, da lahko mikorizne glive povečajo toleranco rastlin na onesnaženost s 
kovinami, saj zmanjšajo njihov privzem v rastlinska tkiva (Vogel-Mikuš in sod., 2005; Likar 
in Regvar, 2013). Kolonizacija korenin rastlin z mikoriznimi glivami lahko tako pripomore 
k izboljšanju fitoremediacijskih metod za pospeševanje sukcesije na degradiranih območjih, 
kakršno je območje Žerjava (Regvar in sod., 2006; Regvar in sod., 2010; Likar in Regvar, 
2013). Za vrbe (Salix sp.) je znano, da njihove korenine kolonizirajo tako arbuskularne glive, 
temno septirani endofiti kot tudi ektomikorizne glive, pri čemer so slednje prevladujoči 
kolonizatorji korenin (Regvar in sod., 2010).  
V magistrski nalogi smo želeli proučiti spremembe v mikorizni kolonizaciji z napredujočo 
sukcesijsko stopnjo. Poleg vrbe ive (Salix caprea), na kateri je bilo v preteklosti narejenih 
že kar nekaj raziskav v zvezi z mikorizo, smo ocenili tudi mikorizno kolonizacijo breze 
(Betula pendula) in rdečega bora (Pinus sylvestris) ter primerjali, ali si različne drevesne 
vrste delijo glivne simbionte. Pridobljeni podatki nam bodo pomagali bolje razumeti pomen 
mikoriznih gliv za drevesa in mogoče nakazali smernice za nadaljnje raziskave in možnosti 
aplikativne uporabe mikoriznih gliv na onesnaženih območjih. 
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1.1 NAMEN DELA 
Od zadnjih obsežnejših raziskav mikorizne kolonizacije na območju Žerjava je minilo že 
več kot 15 let, zato smo želeli s to magistrsko nalogo ugotoviti, kakšno je stanje na tem 
območju danes, ko je tudi sukcesijska stopnja že napredovala glede na začetna leta raziskav 
tega območja. Ocenili in karakterizirali smo mikorizno kolonizacijo pri treh različnih 
drevesnih vrstah: vrbi ivi (Salix caprea), navadni brezi (Betula pendula) in rdečemu boru 
(Pinus sylvestris) na dveh različno onesnaženih ploskvah (P2 – bolj onesnažena in P3 – manj 
onesnažena ploskev), v bližini nekdanje talilnice svinca na območju Žerjava.  
Cilji našega dela so bili: (1) Določiti obseg mikorizne kolonizacije, številčnost ter vrstno 
sestavo ektomikoriznih morfotipov pri izbranih drevesnih vrstah; (2) določiti obseg 
mikorizne kolonizacije in številčnost ter vrstno sestavo ektomikoriznih morfotipov na 
različnih ploskvah – glede na stopnjo onesnaženosti oziroma sukcesijsko stopnjo; in (3) 
ugotoviti dolgoročne spremembe v stopnji mikorizne kolonizacije in sestavi ektomikoriznih 
morofotipov na osnovi rezultatov iz preteklih raziskav (Regvar in sod., 2006; Likar in 
Regvar, 2009; Regvar in sod., 2010). 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 Hipoteza 1: Vse opazovane drevesne vrste so mikorizne in tvorijo tako ektomikorizo kot 
arbuskularno mikorizo, prisotni pa bodo tudi temni septirani endofiti. 
 
 Hipoteza 2: Obseg mikorizne kolonizacije pri različnih drevesnih vrstah na istem rastišču 
se razlikuje. 
 
 Hipoteza 3: Stopnja in diverziteta mikorizne kolonizacije se spreminja v odvisnosti od 
koncentracij kovin v tleh (ploskve). 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ZGORNJA MEŽIŠKA DOLINA IN OBMOČJE ŽERJAVA 
Zgornja Mežiška dolina je hribovita in gorata pokrajina, ki leži v severni Sloveniji (Fajmut, 
1978). Skozi dolino teče reka Meža, po kateri je to območje tudi dobilo ime. Podnebje ima 
značilnosti alpske klime, s hitrimi spremembami temperature in dolgimi zimami, saj se 
snežna odeja tu lahko zadrži tudi do 210 dni v letu (Prpić-Majić, 1996). Na tem območju je 
pogost pojav zimska temperaturna inverzija in prav zato so bile v času obratovanja talilnice 
svinca koncentracije onesnažil na dnu doline še višje, saj se zrak ni mešal oziroma razširjal 
v višje sloje atmosfere (Fajmut 1978). 
Žerjav, majhno naselje kjer je v preteklosti obratovala talilnica svinca, se nahaja približno 5 
kilometrov južno od Mežice, na skrajnem JZ delu Zgornje Mežiške doline. Gre za ozko 
dolino obdano z visokimi in strmimi pobočji (750-1000 m), ki je odprta le proti S in SZ delu 
(Fajmut, 1978). Na robu doline se nahajata dva dimnika, ki sta včasih odvajala pline iz 
nekdanje talilnice svinca in tako predstavljala točkovni vir onesnaženja, zato tudi 
koncentracije kovin v tleh (svinca, kadmija in cinka) padajo z oddaljenostjo od dimnikov 
(Prpić-Majić, 1996; Regvar in sod., 2006). Dolino Žerjava so zaradi prisotnosti dimnikov 
včasih imenovali tudi Dolina dimnikov ali Dolina smrti. Talilnica in predelovalnica svinca 
v Žerjavu je intenzivno delovala skoraj stoletje (v času med leti 1896 in 1989), kar je 
povzročilo močno onesnaženje območja z emisijami SO2 in prahom, ki je vseboval predvsem 
svinec, cink, kadmij in arzen (Prpić-Majić, 1996; Souvent, 1992). Posledica tega je bilo 
praktično popolno uničenje prvotne vegetacije na tem območju, vendar pa je kasneje z 
zmanjšanjem emisij prišlo do naravnega obnavljanja rastlin v procesu sekundarne sukcesije 
(Regvar in sod., 2006; Vidic in sod., 2006). 
Raziskave tal na tem območju kažejo, da so ta kljub prenehanju obratovanja talilnice svinca 
in nekaterim izvedenim sanacijskim ukrepom, še vedno precej onesnažena s težkimi 
kovinami (Kugonič, 2009; Vogel-Mikuš in sod., 2005). O onesnaženih tleh govorimo, kadar 
gostota posamezne nevarne snovi v tleh doseže ali preseže kritično imisijsko vrednost in se 
pojavijo škodljivi vplivi na človeka in okolje (Uradni list RS, št. 68/96). V preteklosti pa je 
bilo, poleg onesnaženja s svincem in drugimi kovinami (iz primarnih surovin), prisotno tudi 
onesnaževanje zraka s SO2, kot posledica predelave in izgorevanja primarnih surovin 
(Kugonič, 2009). Iz Poročila o izvajanju programa ukrepov za izboljšanje kakovosti okolja 
v Zgornji Mežiški dolini za leti 2016 in 2017 je razvidno, da so tla na različnih lokacijah na 
tem območju še vedno precej obremenjena s kovinam. Vsebnosti svinca, kadmija in cinka v 
tleh namreč na večini merilnih mest presegajo kritične imisijske vrednosti, praktično na vseh 
merilnih mestih pa presegajo opozorilne imisijske vrednosti (NIJZ, 2017). Prekomerne 
koncentracije kovin pa nimajo škodljivega učinka le na zdravje ljudi, ampak imajo negativni 
vpliv tudi na rastline in celoten ekosistem. To se odraža predvsem v manjši pokrovnosti z 
vegetacijo, zmanjšanem številu vrst in spremembah v vrstni sestavi (Regvar in sod., 2006).  
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2.2 PREKOMERNE KONCENTRACIJE KOVIN V TLEH 
Antropogene dejavnosti kot so kmetijstvo, industrija in rudarstvo pogosto povzročijo 
kontaminacijo tal in lokalno zelo povečane koncentracije kovin v tleh (Siddiqui in Pichtel, 
2008).  
2.2.1 Vpliv prekomernih koncentracij kovin na rastline 
Nekatere izmed kovin (kot so na primer baker, cink, kobalt, mangan in nikelj), so v majhnih 
količinah nujne za normalno rast in razvoj rastlin in jim pravimo esencialne kovine (Taiz in 
Zeiger, 2002). Spet druge kovine (kot so denimo kadmij, krom, svinec, srebro in živo srebro) 
pa ne spadajo med rastlinske mikro- ali makronutriente (Taiz in Zeiger, 2002) in nimajo 
biološke funkcije v rastlinah oziroma je ta še nepoznana (Leyval in sod., 1997). Različni 
kovinski ioni so tako lahko za rastlino pomembni ali pa so zanjo strupeni, običajno zaradi 
njihove visoke afinitete za vezavo na tiolne (-SH) skupine proteinov in posledične 
inaktivacije številnih encimov (Taiz in Zeiger, 2002; Ivanov in sod., 2003). Tako so lahko 
kovine strupene za rastline že v zelo nizkih koncentracijah v tleh. Prekomerne koncentracije 
kovin se iz okolja ne morejo odstraniti ali razgraditi po naravni poti, zato se kopičijo v tleh 
in v vodnih sedimentih (Arduini in sod., 1996). Strupenost kovin v tleh pa je odvisna od 
njihove biodostopnosti za organizme, ki jo definiramo kot sposobnost prenosa iz tal v žive 
organizme (Leyval in sod., 1997).  
Kadar so kovine v okolju prisotne v prekomernih koncentracijah, predstavljajo stresni 
dejavnik za rastline in povzročajo številne spremembe fizioloških procesov in zmanjšajo 
vitalnost rastlin ali pa v skrajnih primerih celo popolnoma zavrejo njihovo rast (Baker, 
1987). Visoke koncentracije kovin namreč intereferirajo z esencialnimi encimskimi 
akivnostmi (preko modifikacije strukture proteinov ali pa zamenjajo esencialno kovino), kar 
se kaže v simptomih pomanjkanja kot so kloroze, rjavenje korenin, zavrta rast korenin in 
poganjkov ipd. (Siddiqui in Pichtel, 2008). Kombinacije več kovin skupaj pa lahko delujejo 
aditivno in sinergistično, kar lahko povzroči še dodatno zavrtje rasti korenin, kakor tudi rast 
nadzemnih organov (Balsberg Påhlson, 1989). 
2.2.1.1 Svinec 
Korenine rastlin lahko privzemajo in akumulirajo velike količine svinca (Pb), kadar je ta 
prisoten v okolju (Broadley in sod., 2001), a je njegov prenos v nadzemne dele rastlin 
omejen, saj se ga veliko veže že na površino korenin in v celične stene koreninskih celic 
(Balsberg Påhlson, 1989). Tako je zaradi omejene dostopnosti in privzema iz tal, njegova 
strupenost za rastline večinoma nizka. Ko pa Pb enkrat vstopi v rastlinske celice, pa vpliva 
na strukturo in permeabilnost membrane, inhibira mnoge encime (preko vezav na tiolne 
skupine), spremeni vodni režim in hormonalni status rastline. Poleg tega tudi zmanjša 
fotosintezno učinkovitost, saj deformira ultrastrukturo kloroplastov. V visokih 
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koncentracijah tudi inhibira dihanje in poruši ravnotežje mineralov v tkivih ter tako vpliva 
na mineralno prehrano rastlin (Sharma in Dubey, 2005). Simptomi strupenosti Pb za rastline 
se kažejo v zmanjšani rasti, klorotičnih in rdečkastih listih ter počrnelih koreninah (Balsberg 
Påhlson, 1989). 
2.2.1.2 Kadmij 
Kadmij (Cd) je za rastline bolj strupen od Pb, kljub temu, da je njegova mobilnost v 
nadzemne dele omejena, zaradi omejene dostopnosti in privzema iz tal (Balsberg Påhlson, 
1989). Cd inhibira encim nitrat reduktazo, kar povzroči zmanjšano absorpcijo nitratov in 
njihovega transporta od korenin do poganjkov. Prav tako inhibira železo reduktazo in 
posledično privede do pomanjkanja železa v rastlini, kar povzroči motnje v fotosintezi in 
drugih metabolnih procesih za katere je nujno železo (Sanita di Toppi in Gabbrielli, 1999). 
Povzroči tudi zmanjšano mitotsko aktivnost in posledično zavrto rast korenin in poganjkov 
(Balsberg Påhlson, 1989). Vpliva tudi na vodno bilanco rastline, saj zavira odpiranje listnih 
rež in s tem vpliva na transpiracijo. Simptomi toksičnosti za rastline so tako podobni kot pri 
svincu, torej zmanjšana rast rastline ter majhni, kodravi in klorotični listi (Balsberg Påhlson, 
1989; Sanita di Toppi in Gabbrielli, 1999). 
2.2.1.3 Cink 
Cink (Zn) je za rastline esencialni mikroelement in je ključen za mnoge metabolne procese 
v celicah, saj je sestavni del številnih metaloencimov (dehidrogenaz, proteinaz in 
fosfohidrolaz) (Balsberg Påhlson, 1989; Adriano, 2001; Larcher, 2003). Prav tako je zelo 
pomemben pri sintezi DNA, RNA, proteinov, indol ocetne kisline (avksinov), kakor tudi 
metabolizmu drugih organskih snovi kot so sladkorji in lipidi (Balsberg Påhlson, 1989; 
Brooks, 1998; Adriano, 2001). Izmed omenjenih težkih kovin je Zn za rastline najmanj 
toksičen, a kljub temu povišane koncentracije Zn privedejo do motenj v osnovnih fizioloških 
in biokemijskih procesov kot so povečana fluidnost celičnih membran, nižja stopnja 
asimilacije ogljika, motnje v fotosintetskem elektronskem transportu in fosforilaciji, moten 
je tudi metabolizem dušika (Balsberg Påhlson, 1989). Znaki prekomernih koncentracij Zn 
so slabša ali zavrta rast rastlin (tako korenin kot poganjkov), listi so manjši in klorotični, 
pogosto porumenijo in postanejo nekrotični (Balsberg Påhlson, 1989; Adriano, 2001). 
2.2.2 Toleranca rastlin na prekomerne koncentracije kovin  
Običajno so tudi območja onesnažena s prekomernimi koncentracijami kovin vsaj delno 
pokrita z vegetacijo, ki mora imeti za kolonizacijo takšnih območij zmožnost vsaj osnovne 
tolerance ali odpornosti na povišane koncentracije težkih kovin v tleh (Turner, 1994). 
Govorimo o tako imenovanih na kovine tolerantnih ekotipih (Punshon in Dickinson, 1997), 
ki so sicer bolj kot pri drevesnih vrstah izraziti pri zelnatih rastlinah (Kahle, 1993). Toleranca 
rastlin na prekomerne koncentracije kovin je običajno multipla, kar pomeni da so te rastline 
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odporne na različne kovine v tleh (Baker in Walker, 1989). Takšne rastlinske vrste imajo 
genetsko variabilnost za toleranco na kovine. Visoka stopnja onesnaženosti tako deluje kot 
nekakšen selekcijski pritisk, ki favorizira tolerantni genotip teh rastlin (Turner, 1994).  
Rastline, ki so tolerantne na kovine v tleh, lahko v grobem delimo v dve skupini: 
- Akumulacijske rastline, ki kovine kopičijo v nadzemnih delih na račun različnih 
razstrupljevalnih mehanizmov; 
- Izključevalske rastline, ki s pomočjo različnih fizioloških in/ali tkivnih preprek 
ohranjajo nek stalen nizek nivo kovin v nadzemnih delih. 
(Povzeto po Baker, 1981). 
Mehanizmi tolerance rastlin na prekomerne koncentracije kovin so številni in različni, 
najpogostejša pa sta predvsem dva mehanizma soočanja s kovinami:  
- Vezava kovinskih kationov v celične stene korenin, kjer se vežejo na negativno 
nabite poligalakturonske kisline, čemur pravimo imobilizacija; 
- Znotrajcelično razstrupljanje s kelacijo z negativno nabitimi organskimi kislinami 
(kot na primer s citratom, malatom ali oksalatom) ter njihovo odlaganje v vakuole, 
čemur pravimo kompartmentizacija ali sekvestracija.  
(Povzeto po: Kahle, 1993; Greger 1999; Seregin in Ivanov, 2001) 
Poleg tega pa lahko rastline negativni učinek kovin omejujejo še z izogibanjem, izločanjem 
in selektivnim privzemov kovin (Tyler in sod., 1989; Kahle, 1993). Za rastline pa je lahko 
problematičen hitrejši in manj kontroliran privzem kovin, ki se dogaja predvsem na mestih, 
kjer izraščajo stranske korenine in v mlajših predelih korenin (Greger, 1999; Seregin in 
Ivanov, 2001). 
2.2.3 Glive in prekomerne koncentracije kovin 
Kot za rastline, so tudi za glive nekatere kovine esencialne, druge pa neesencialne, oboje pa 
lahko neposredno ali posredno vplivajo na metabolizem, procese rasti in razvoja ter 
diferenciacije gliv. Njihov vpliv na glive je odvisen od vrste organizma, vrste kovine, njene 
koncentracije in fizikalno- kemijskih dejavnikov okolja. Glive pa lahko s svojo metabolno 
aktivnostjo prav tako vplivajo na okolje in odstranjujejo kovine iz okolja oziroma jih 
pretvarjajo v druge oblike. Prvo mesto interakcij med glivo in kovinskimi ioni je glivna 
celična stena, ki ima pomembno zaščitno in regulatorno vlogo. Interakcije kovine s 
komponentami celične stene imenujemo biosorpcije in zajemajo ionsko izmenjavo, 
adsorpcijo, kompleksacijo, precipitacijo in kristalizacijo. Proces biosorpcije pa je odvisen 
od vrste kovine in ionskega radija, pH okolice ter prisotnosti drugih ionov v okolju. Glivam 
preživetje v stresnih okoljih omogočajo predvsem njihovi pigmenti melanini. Poznamo več 
tipov melaninov, ki so lahko prisotni pri številnih skupinah gliv ali pa bolj specifični za 
določene skupine. Melanini vsebujejo alifatske ogljikovodike, fenolne dele, maščobne 
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kisline, ogljikove hidrate in peptide ter zaradi svoje pestre sestave vsebujejo ogromno 
vezavnih mest za kovine (Gadd, 1993).  
Strategije zaščite glive pred prekomernimi koncentracijami kovinam so lahko zelo različne: 
imobilizacija kovin z vezavo v celično steno, aktivno črpanje kovin iz celice, kopičenje 
kovin v vakuolah, sinteza citosolnih helatorjev, tvorba organskih (proteinskih) in 
anorganskih (polifosfatne granule) kompleksov s kovinami (Galli in sod., 1993; Turnau in 
sod., 1996; Leyval in sod., 1997; Gaur in Adholeya, 2004). 
2.3 MIKORIZA 
V naravi večina rastlin (vključno z mahovi in praprotmi) živi v povezavi z mikoriznimi 
glivami (Smith in Read, 2008). Mikoriza je simbiontska povezava med glivo in korenino 
rastline, primarno odgovorna za transport nutrientov in je prisotna pri več kot 80 % rastlin 
(Brundrett, 2004) oziroma po novejših podatkih celo več kot 90 % rastlin (Siddiqui in 
Pichtel, 2008; Bonfante in Genre, 2010) v vseh okoljih. Izraz »mikoriza« je leta 1885 uvedel 
Albert Bernard Frank in izvira iz grščine ter v dobesednem prevodu pomeni »glivne 
korenine« (Siddiqui in Pichtel, 2008). Večinoma gre za mutualistični odnos, pri katerem 
imata oba organizma koristi in sta skupaj uspešnejša kot vsak zase, a niso vse mikorize 
povezave mutualistične. Takšen primer je recimo monotropoidna mikoriza, ki je značilna za 
nekatere miko-heterotrofne rastline in je neke vrste parazitizem rastline na glivi (Brundrett, 
2004).  
Mikorizo lahko delimo na več tipov glede na prisotnost morfološko značilnih glivnih 
struktur (kot so hifni plašč, Hartigova mreža, znotrajcelična kolonizacija, septiranost hif in 
vezikli) in glede na taksonomsko skupino gostitelja ter glivnega partnerja (Smith in Read, 
2008; Barrow, 2003). Mikorizne simbioze primarno razvrščamo na osnovi morfoloških 
lastnosti, ki so večinoma odvisne od gostiteljske rastline (Brundrett, 2004).  
V splošnem lahko mikorizo delimo na ektomikorizo (EM) in endomikorizo, slednjo pa še na 
več podtipov: arbuskularna mikoriza (AM), ektendomikoriza, arbutoidna, monotropoidna, 
erikoidna in orhidejska mikoriza. Najpogostejša tipa mikorize sta AM in EM (Smith in Read, 
2008). Ta razdelitev je narejena na osnovi morfoloških kriterijev, a je tudi biološko dobro 
podkrepljena, saj ima vsaka svoje fiziološke značilnosti, prav tako pa tudi taksonomsko 
gledano precej konzistentne rastlinske in glivne partnerje (Smith in Read, 2008; Brundrett, 
2002). 
Mikoriznih je le približno 10 % od vseh vrst gliv, ki so prisotne v tleh in povečini tvorijo le 
en tip mikorize, medtem ko lahko nekatere tvorijo tako EM kot tudi ektendomikorizo, 
odvisno od gostiteljevega odziva na kolonizacijo z glivo (Molina in sod., 1992; Smith in 
Read, 2008). Intimen odnos med partnerjema v tem simbiontskem odnosu se kaže tudi v 
sinhronem razvoju rastline in glive (Brundrett, 2004).  
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Pri mikorizi govorimo o specifičnosti, ki se nanaša na zmožnost glive, da tvori mikorizno 
povezavo z enim ali več vrstami gostiteljskih rastlin oziroma obratno zmožnost gostiteljske 
rastline, da tvori mikorizno povezavo z eno ali več vrstami gliv (Smith in Read, 2008). 
Mikoriza je lahko obligatna, kar pomeni, da glivni simbiont nujno potrebuje interakcijo z 
rastlino, da uspešno zaključi svoj življenjski cikel (Molina in sod., 1992). Gostiteljska 
rastlina je namreč nujna za rast in reprodukcijo mikoriznih gliv (Smith in Read, 2008). 
Mikorizne glive pripomorejo k boljši vitalnosti rastlin in izboljšujejo kvaliteto tal, saj s 
svojimi hifami, ki izraščajo mnogo dlje od koreninskega sistema rastline, dosežejo večji 
volumen tal, izločajo encime in učinkovito absorbirajo velike količine v tleh dostopnih 
mineralnih snovi ter jih prenesejo v korenine rastlin (Siddiqui in Pichtel, 2008). Tako igrajo 
ključno vlogo pri privzemu mineralnih snovi v rastline, vodni bilanci rastlin, rasti, razvoju 
in produktivnosti rastlin ter ščitijo rastline pred patogeni in paraziti (glivami, nematodi) 
(Smith in Read, 2008; Siddiqui in Pichtel, 2008). Mikorizne povezave tudi vplivajo na 
biodiverziteto rastlin in so pomembne pri vzpostavljanju in delovanju ekosistemov, saj 
vplivajo na njihovo viabilnost in produktivnost, tako direktno (preko vpliva na rastline in 
njihovo mineralno prehrano) kakor tudi indirektno (preko vpliva na strukturo in funkcijo 
talnih združb mikroorganizmov) (Siddiqui in Pichtel., 2008). Zato bi lahko mikorizo označili 
tudi kot tri-dimenzionalno interakcijo me rastlinami, glivami in tlemi (Brundrett, 1991), na 
katero imajo velik vpliv tudi okoljski ter predvsem talni parametri, ki posledično določajo 
strukturo in funkcijo mikoriznih povezav (Gogala, 1991).  
2.3.1 Arbuskularna mikoriza 
Arbuskularna mikoriza (AM) je najstarejša in najpogostejša oblika mikorize, ki jo tvorijo 
obligatno simbiontske neseptirane glive iz debla Glomeromycota s širokim spektrom 
gostiteljskih rastlin (Smith in Read, 2008). K njeni široki razširjenosti je pripomoglo tudi 
dejstvo, da so AM glive nespecifične, kar pomeni, da imajo širok spekter gostiteljskih rastlin, 
poleg tega pa se v tleh razširjajo tudi z nespolnimi sporami (Molina in sod., 1992). Najdemo 
jo pri več kot 80 % vseh višjih rastlin (tako krito- kot golosemenkah), prisotna pa je tudi pri 
nekaterih praprotih, lisičjakovcih in mahovih. Ime je ta vrsta mikorize dobila po značilnih 
drevesastih strukturah, ki jih gliva tvori v celicah koreninske skorje rastlin – arbuskulih 
(Smith in Read, 2008) (Slika 1). Gre za kratkoživeče strukture, ki predstavljajo najbolj 
intimno povezavo med plazmalemama simbiontskih partnerjev in so glavno mesto 
izmenjave snovi med rastlino in glivo (Brundrett, 1996). Običajno pa v koreninskih celicah 
ali med njimi najdemo tudi vezikle, ki so založne strukture napolnjene z lipidi. Prisotne so 
lahko tudi spore, zadebelitve ekstra- ali intraradikalnih hif, ki jih obdaja debela stena in 
služijo kot založne strukture ali kot razmnoževalni propaguli (Brundrett, 1996; Smith in 
Read, 2008). 
AM je imela najbrž ključno vlogo pri uspešni kolonizaciji rastlin na kopno in je tako 
pomembno vplivala na evolucijo rastlin (Smith in Read, 2008). Prve kopenske rastline so 
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imele namreč slabo razvite korenine, v okolju »zgodnje Zemlje« pa je v tleh primanjkovalo 
fosforja, kar je favoriziralo razvoj te visoko učinkovite simbiontske povezave (Cairney, 
2000; Siddiqui in Pichtel, 2008). Arbuskulom podobne strukture gliv so bile najdene že pri 
prvih fosilih pravih kopenskih rastlin (približno 400 milijonov let nazaj), kar kaže na to, da 
pojav AM sovpada oziroma je spremljal prehod in kolonizacijo kopnega okolja (Remy in 
sod., 1994). AM je tako verjetno najstarejša in najbolj široko razširjena simbiontska 
povezava nasploh (Fitter, 2005; Gutjahr in Parniske, 2013). Ker so AM glive na Zemlji 
prisotne že preko 400 milijonov let in so ves ta čas ostale morfološko praktično 
nespremenjene, bi jih lahko uvrščali tudi med žive fosile (Parniske, 2008).  
Osnovna vloga AM gliv je oskrba gostiteljskih rastlin s fosforjem, ki je sicer v tleh zelo 
nemobilen in težko dostopen (Turk in sod., 2006). Poleg izboljšanega privzema nutrientov, 
pa AM glive nudijo gostiteljski rastlini tudi druge koristi: povečujejo toleranco na sušo, 
izboljšujejo učinkovitost izrabe vode in hidravlično prevodnost korenin (Graham in 
Syversen, 1984), povečujejo odpornost na patogene in zmanjšujejo občutljivost na strupene 
snovi, ki so prisotne v tleh (Siddiqui in Pichtel, 2008). A vendar je cena tega simbiontskega 
odnosa relativno visoka, saj rastlina do 20 % svojih fotosintetskih produktov (fiksiranega 
ogljika) nameni glivi za vzdrževanje mikorizne povezave (Siddiqui in Pichtel, 2008; 
Parniske, 2008). AM rastline lahko preživijo brez svojih glivnih simbiontov, čeprav takšnih 
primerov v naravnih ekosistemih praktično ne najdemo. V nasprotju pa AM gliva brez 
gostiteljske rastline ne more preživeti, saj lahko ogljikove hidrate pridobiva le iz rastlinskih 
celic, kar pomeni da so AM glive obligatni biotrofi, ki za rast in reprodukcijo potrebujejo 
gostiteljsko rastlino (Bonfante in Genre, 2010).  
Razvoj AM temelji na izmenjavi signalnih molekul med partnerjema. Korenine rastlin 
izločajo hormone strigolaktone (karotenoidnega izvora), ki stimulirajo metabolizem in 
razvejanje gliv, te pa izločajo svoje signalne molekule znane kot »Myc faktorji«. Ti sprožijo 
simbiontsko-specifičen odziv korenin rastlin preko transkripcije genov povezanih s 
simbiozo, pri čemer je ključen kalcij kot sekundarni sporočevalec v jedru (Parniske, 2008; 
Gutjahr in Parniske, 2013). Skozi evolucijo naj bi se s funkcionalno adaptacijo rastlinske 
receptorske kinaze, ki je ključna za AM razvila tudi simbioza rastlin z bakterijami, ki 
fiksirajo dušik v nodulih korenin (Kistner in Parniske, 2002; Parniske 2008).  
2.3.2 Ektomikoriza  
Ektomikoriza (EM) je prav tako široko razširjena oblika mikorize, a značilna večinoma za 
lesnate trajnice (Smith in Read, 2008). O njej govorimo, kadar so na koreninskih vršičkih 
prisotne tri značilne strukturne komponente: (1) hifni plašč, ki obdaja koreninski vršiček; (2) 
Hartigova mreža, ki je nekakšen labirintski razrast hif med celicami korteksa in epidermisa; 
(3) ter sistem hif, ki izrašča navzven in tvori povezave v tleh in s trosnjaki glive (Slika 1). 
Od ostalih tipov mikorize se jasno razlikuje tudi po tem, da gliva ne penetrira v rastlinske 
celice (Smith in Read, 2008). 
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EM predstavlja najbolj raznolik tip mikorize, predvsem zaradi velikega števila glivnih 
partnerjev, ki vstopajo v interakcije – ocene se gibljejo med 5000 in 6000 vrst (Brundrett, 
1996). Za razliko od AM gliv imajo lahko EM glive precej omejeno število gostiteljskih 
rastlin, a vendar ima večina EM gliv srednje širok ali zelo širok spekter gostiteljskih rastlin 
(Molina in sod., 1992). Veliko večino EM gliv uvrščamo v debli Basidiomycota in 
Ascomycota, nekatere glive pa pripadajo tudi deblu Zygomycota (Smith in Read, 2008). Za 
razliko od širokega spektra EM gliv, pa je nabor gostiteljskih rastlin precej majhen, saj le 
okoli 3% vseh rastlinskih družin vstopa v EM povezave (Smith in Read, 2008). 
Ektomikorizne so večinoma vse prevladujoče drevesne vrste borealnih, zmernih in 
subtropskih gozdov (Brundrett, 1996), med njimi tudi ekološko zelo pomembne drevesne 
vrste zmernih klimatov iz rodov Picea, Pinus, Abies, Salix, Quercus, Betula in Fagus 
(Siddiqui in Pichtel, 2008). Prav tako pa lahko EM povezave tvorijo nekatere vrste 
enokaličnic in praproti (Brundrett, 1996). Različne EM povezave rezultirajo v t.i. 
»morfotipih«, ki so večinoma odvisni od glivnega partnerja (Brundrett, 2004).  
EM je obligatna tako za gostiteljsko rastlino, kakor tudi za samo EM glivo. To se kaže v 
tem, da v naravi nobena EM rastlinska vrsta ni poznana brez mikorize, na drugi strani pa EM 
glive ne morejo zaključiti svojega življenjskega cikla brez mikorizne povezave z rastlino 
(Molina in sod., 1992). Večina gozdnih dreves je popolnoma odvisnih od njihove 
simbiontske povezave z EM glivami in v območjih z revno prstjo ne bi mogle rasti brez 
glivnih partnerjev. EM glive namreč gostiteljskim rastlinam nudijo številne prednosti kot so: 
večja površina korenin za absorpcijo, izboljšan privzem nutrientov, večje odpornost na 
patogene in toleranca na sušo (Siddiqui in Pichtel, 2008). V hladnejših okoljih je značilno 
kopičenje organskega opada in počasnejša mineralizacija, zato so zaloge dušika v teh okoljih 
pogosto omejujoč dejavnik za rastline. Glive pa lahko povečajo privzem dušika in pospešijo 
mobilizacijo organskega dušika z izločanjem svojih encimov (Bending in Read, 1995). 
EM glive imajo v gozdnih ekosistemih še posebej pomembno vlogo, saj vzpostavijo 
nekakšno podzemno mrežo in s tem povezave med posameznimi drevesi, preko katerih se 
lahko transportirajo nutrienti. To je še posebej pomembno za vzpostavitev in uspešno rast 
sejank oziroma mladih dreves (Siddiqui in Pichtel, 2008). 
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Slika 1: Shematski prikaz obeh glavnih in najbolj razširjenih tipov mikorize ter njunih značilnih struktur.  Levo: 
ektomikoriza; desno: arbuskularna mikoriza (Prirejeno po Bonfante in Genre, 2010). 
2.3.3 Ektendomikoriza in temni septirani endofiti 
Za ektendomikorizne glive so značilne lastnosti tako EM kot AM, saj tvorijo Hartigovo 
mrežo, hifni plašč okoli korenin (ki je lahko tudi reduciran) ter lahko penetrirajo v 
koreninske celice (Smith in Read, 2008). Mednje spadajo tudi temne septirane (DS) glive 
oziroma temni septirani endofiti (DSE), za katere so značilne temne (melanizirane) in 
septirane hife, ki kolonizirajo korenine mnogih gostiteljskih rastlin (Smith in Read, 2008). 
Prisotnost DSE je potrjena pri približno 600 različnih rastlinskih vrstah iz več kot 100 
različnih družin (Jumpponen in Trappe, 1998). Njihove hife lahko penetrirajo zunanje 
kortikalne celice in v koreninah rastlin tvorijo značilne strukture – mikrosklerocije, ki služijo 
kot razširjevalni propaguli, včasih pa lahko tvorijo tudi šibko Hartigovo mrežo in tudi rahel 
preplet hif (hifni plašč) na površini (Smith in Read, 2008; Horton in sod., 1998; Jumpponen 
in Trappe, 1998; Schadt in sod., 2001). Njihova vloga v gostiteljski rastlini je lahko zelo 
različna, od pozitivnih do nevtralnih in celo negativnih (parazitskih in patogenih) učinkov, 
ki so v glavnem odvisni od gostiteljske rastline (Smith in Read 2008; Jumpponen, 2001). 
Vplivi DSE na gostiteljske rastline so slabo raziskani, rezultati obstoječih raziskav pa zelo 
različni in celo nasprotujoči (Jumpponen in Trappe, 1998). 
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DSE najdemo vse od tropov pa do arktičnih predelov (Jumpponen in Trappe, 1998), 
prevladujejo pa predvsem v gorskih predelih in višjih geografskih širinah (Smith in Read, 
2008). Prisotne so tudi na območjih, ki se nahajajo v zgodnjih fazah primarne ali sekundarne 
sukcesije, torej na prizadetih območjih – bodisi zaradi požarov ali antropogenih motenj 
(Horton in sod., 1998; Hashimoto in Hyakumachi, 2000). DSE naj bi bili najpomembnejši 
kolonizatorji korenin pionirskih vrst rastlin na območjih, kjer je prišlo do uničenja okolja 
(Hashimoto in Hyakumachi, 2000). Navkljub njihovim zelo različnim vplivom na 
gostiteljsko rastlino, pa njihova pogostost v precej raznolikih okoljih in globalna razširjenost 
verjetno kaže na zelo pomembno ekološko vlogo (Jumpponen in Trappe, 1998). Njihova 
klasifikacija je sicer zapletena, njihov izvor pa kot vse kaže polifiletski (Jumpponen, 2001).  
Primer DSE je v naravi zelo pogosta gliva Phialocephala fortinii Wang&Wilcox, za katero 
je značilen zelo širok spekter gostiteljev (kolonizira več kot 20 gostiteljev), od katerega je 
odvisna tudi vloga glive v njem, ki je lahko vse od ektomikorize ali psevdomikorize pa celo 
do patogenih interakcij (O'Dell in sod., 1993; Jumponnen in Trappe, 1998). 
2.3.4 Vloga mikorize v ekosistemih 
Newman (1988) definira pet pomembnih ekoloških in ekosistemskih posledic mikoriznih 
povezav za rastline: (1) Kalice se hitro vključijo v že obstoječe mreže mikoriznih gliv; (2) 
ogljik iz že obstoječih večjih rastlin se prenese kalicam, kar izboljša njihove možnosti 
preživetja; (3) mikorizne povezave vplivajo na kompeticijo med rastlinami; (4) omogočajo 
prenos mineralnih snovi med rastlinami; in (5) nutrienti iz odmirajočih rastlin se prenesejo 
na druge z mikorizo povezane rastline. Molina in sod. (1992) govorijo o konceptu mikorizne 
združbe, ki predstavlja skupino rastlin in gliv, ki so med seboj kompatibilne in tvorijo 
nekakšno funkcionalno enoto.  
Mikorizne glive lahko spreminjajo vrstno in strukturno sestavo rastlinske združbe in s tem 
posredno vplivajo tudi na strukturo ekosistema, denimo zaradi razlik v stopnji primarne 
produkcije in dekompozicije (Rillig, 2004). Vplivajo tudi na sestavo mikrobnih združb v 
rizosferi (neposredno ali posredno) ter povečujejo količino organske snovi v tleh s tem pa 
tudi na celokupne zaloge ogljika v ekosistemu (Rillig, 2004), kar vpliva na dinamiko in 
produktivnost ekosistemov (Siddiqui in Pichtel, 2008). AM pomembno prispeva tudi h 
globalnemu kroženju ogljika in fosforja ter s tem na primarno produkcijo kopenskih 
ekosistemov (Fitter, 2005).  
Mikorizne glive imajo pomembno vlogo tudi pri ponovnem vzpostavljanju naravnih 
ekosistemov po motnjah (Siddiqui in Pichtel, 2008). Ena osnovnih strategij prilagajanja 
rastlin na neugodne ali škodljive razmere v tleh je ravno povečanje površine koreninskega 
sistema s pomočjo mikorize (Marschner, 1991). EM glive zaradi svojih lastnosti 
predstavljajo nekako »pufrsko območje« za gostiteljsko rastlino ter jo tako ščitijo pred 
različnimi okoljskimi stresnimi dejavniki. AM glive pa poleg tega, da izboljšujejo rast 
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rastlin, podpirajo tudi številne ekosistemske procese kot so primarna produkcija, vplivajo na 
lastnosti tal in delujejo kot blažilci stresnih razmer v tleh (Siddiqui in Pichtel, 2008).  
2.3.4.1 Mikoriza in sukcesija  
Velika večina rastlin v naravi vstopa v simbiozo z mikoriznimi glivami, stopnja kolonizacije 
pa je močno odvisna od razmer v tleh: stopnje hranil, vsebnosti organske snovi, temperature 
in vlage. Stopnja mikorizne kolonizacije pa se spreminja tudi med letnimi časi, nanjo pa 
vplivajo tudi motnje v okolju kot so požari, obdelovanje tal in rudarska aktivnost (Cairney 
in Meharg, 1999). Ob primarni sukcesiji se običajno najprej pojavijo EM glive, saj imajo 
manjše spore, ki se lahko razširjajo na zelo velike razdalje (Smith in Read, 2008). Zato se 
tudi na degradiranih gozdnih površinah po požaru, torej v procesu sekundarne sukcesije, 
najprej pojavijo lesnate ektomikorizne rastlinske vrste, ki lahko hitro prerastejo območje 
(Massicotte in sod., 1999). Pri tem ima pomembno vlogo predvsem tip in intenziteta motnje, 
kakor tudi sestava gostiteljskih vrst v preteklosti ter razvitost in sestava tal (Molina in sod., 
1992). Na prizadetih območjih, bodisi iz naravnih razlogov (kot so na primer požari), ali pa 
zaradi človekovega delovanja – torej na območjih, ki se nahajajo v zgodnjih fazah 
sekundarne sukcesije – pogosto najdemo tudi DSE, ki lahko tekmujejo z EM glivami le v 
zgodnjih fazah sukcesije (Horton in sod., 1998; Hashimoto in Hyakumachi, 2000).  
2.3.5 Prekomerne koncentracije kovin in mikoriza  
Prekomerne koncentracije kovin v tleh zavirajo mikorizno kolonizacijo in razrast glivnega 
micelija in tako negativno vplivajo na EM, kakor tudi na AM (Dixon in Buschena, 1988; 
Chao in Wang, 1990; Colpaert in Van Assche, 1993; Vodnik, 1998). Močno onesnažena 
območja imajo dokazano nižjo stopnjo mikorizne kolonizacije, manjšo glivno diverziteto in 
manj propagulov gliv (Gadd, 1993; Leyval in sod., 1997). Prekomerne koncentracije kovin 
v tleh dokazano zmanjšujejo stopnjo in diverziteto mikorizne kolonizacije z EM glivami 
(Colpaert in Van Assche, 1992).  
EM glive lahko učinkovito zmanjšajo translokacijo kovin v rastlino in jo na tak način ščitijo 
pred toksičnimi vplivi kovin (Jentschke in Godbold, 2000). Pri tem imata pomembno vlogo 
hifni plašč, ki ima zaščitno funkcijo pri privzemu kovin v korenine in s tem v rastlino (Dixon 
in Buschena, 1988), saj akumulira in imobilizira kovine (Jackson in Mason, 1984). 
Pomemben pa je tudi ekstramatrikalni micelij gliv, ki ima funkcijo filtra in predstavlja 
nekakšno bariero za kovine med onesnaženo okolico in mikorizno rastlino (Denny in 
Wilkins, 1987; Colpaert in Van Assche, 1993). Colpaert in Van Assche (1993) sklepata, da 
je sposobnost tvorbe obsežnega ekstramatrikalnega micelija  ključna lastnost glive, da lahko 
učinkovito zaščiti svojo gostiteljsko rastlino.  
Tudi AM glive so razširjene v okoljih, ki so onesnažena s prekomernimi koncentracijami 
kovin, kar kaže na njihovo sposobnost adaptacije in tolerance na kovine (Pawlowska in 
Blaszkowski, 1996; Chen in sod., 2003). AM glive delujejo na nek način kot bariera oziroma 
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filter in s tem preprečujejo privzem kovin v rastlino (Gaur in Adholeya, 2004). Učinek AM 
na privzem kovin v gostiteljske rastline je sicer odvisen od vrste kovine in njene 
koncentracije, vendar pa so raziskave pokazale, da se te večinoma kopičijo v intracelularnih 
hifah, v vakuolah bogatih s fosfati (Leyval in sod., 1997).  
Mikorizne povezave lahko tako v območjih onesnaženih tal pozitivno vplivajo na rastline, 
saj zmanjšajo privzem težkih kovin, medtem ko v laboratorijskih (in vitro) pogojih običajno 
ne pride do pozitivnega učinka glive na rast rastlin (Colpaert in Van Assche, 1992; Colpaert 
in Van Assche, 1993; Marschner in sod., 1996; Vodnik, 1998). Na učinkovitost mikorizne 
povezave pa močno vpliva tudi sev oziroma izolat glive (Colpaert in Van Assche, 1992).  
Izolati AM gliv, ki so naravno prisotni na območjih s prekomernimi koncentracijami kovin 
so namreč bolj tolerantni na kovine kot pa tisti iz neonesnaženih območij in zato bolj 
učinkovito kolonizirajo korenine rastlin na onesnaženih območjih, saj tvorijo več biomase 
in imajo s tem boljši učinek na gostiteljsko rastlino (Colpaert in Van Assche, 1992; Siddiqui 
in Pichtel, 2008). Zato iz laboratorijskih poskusov (in vitro) pogosto ne moremo zanesljivo 
sklepati na dejansko toleranco mikoriznih gliv v nekem onesnaženem okolju in s tem na 
uspešnost rasti mikoriznih rastlin (Colpaert in Van Assche, 1992). 
2.3.6 Mikoriza in fitoremediacija  
Konvencionalne metode remediacije tal v večini primerov temeljijo na izkopavanju, 
transportu in skladiščenju ter zamenjavi onesnaženih tal, kar so relativno dragi postopki. 
Poleg tega ima fizično premeščanje tal lahko tudi negativne posledice za ekosistem, saj s 
tem odstranimo velik del ali celo v celoti odstranimo talne združbe mikoorganizmov 
(Siddiqui in Pichtel, 2008). Alternativa temu so remediacije okolja s pomočjo rastlin ali 
fitoremediacije, kjer za »očiščenje okolja« uporabljamo izbrane vrste rastlin, ki so sposobne 
akumulacije visokih koncentracij kovin iz tal. Ena takšnih metod je fitostabilizacija, pri 
kateri na račun tolerantnih rastlin zmanjšamo mobilnost oziroma biodostopnost kovin v tleh 
in s tem v okolju (Salt in sod., 1995). 
Mikorizne glive imajo dokazano tudi potencial za uporabo v namene fitostabilizacije 
(Regvar in sod., 2006). Najboljše rezultate fitostabilizacije dosežemo z uporabo avtohtonih 
vrst rastlin in gliv, ki uspevajo v neposredni bližini degradiranih območij. Rastline 
inokulirane z avtohtonimi glivami imajo boljšo rast in so bolj zaščitene pred strupenimi 
vplivi kovin (Regvar in sod., 2006). Avtohtoni organizmi so namreč najbolje prilagojeni na 
dane klimatske in pedološke razmere na določenem rastišču (Turnau in Haselwandter, 2002). 
Zato je pomembno, da odkrijemo avtohtone, na prekomerne koncentracije kovin tolerantne 
izolate gliv, ki lahko še izboljšajo učinek fitoremediacije. Učinek mikorizne kolonizacije na 
uspešnost remediacije kontaminiranih tal pa je odvisen tudi od same kombinacije gostiteljske 
vrste rastline in vrste glive, kakor tudi fizikalno-kemijskih lastnosti tal (Siddiqui in Pichtel, 
2008). 
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Mikorizne glive s svojimi mehanizmi pripomorejo tudi k spreminjanju prizadetih 
ekosistemov v produktivna območja, kar jim daje tudi velik potencial v trajnostnem 
kmetijstvu (Siddiqui in Pichtel, 2008). Ustrezna uporaba mikoriznih gliv v kmetijstvu bi 
lahko pripomogla k bistveno manjši uporabi kemikalij (pesticidov in umetnih gnojil) in 
posledično tudi manjšim stroškom produkcije kakor tudi manjšemu obremenjevanju okolja 
(Covacevich in sod., 2007; Siddiqui in Pichtel, 2008). Dodatek AM gliv denimo poveča 
odpornost proti biotskemu in abiotskemu stresu, kot je recimo prisotnosti kovin v tleh, saj 
AM glive služijo kot nekakšna »filtracijska bariera« pri transportu kovin iz korenin v 
poganjek. Ta zaščita pred kovinami in povečan privzem nutrientov iz tal pa se odražata v 
večji produkciji biomase, kar je osnova za učinkovito fitoremediacijo (Siddiqui in Pichtel, 
2008). 
Uporaba mikoriznih gliv in rastlin tako lahko predstavlja pomembno in učinkovito ter 
predvsem ekološko-usmerjeno tehnologijo za revegetacijo degradiranih območij (kot so 
denimo opuščene rudniške površine) nazaj v produktivna, gozdna območja in hkrati 
omogoča trajnostno rabo naravnih virov (Siddiqui in Pichtel, 2008). 
2.4 METODE IDENTIFIKACIJE MIKORIZNIH GLIV 
Zaradi velike morfološke in fiziološke variabilnosti gliv znotraj ene vrste, je identifikacija 
mikoriznih gliv je pogosto zelo zapletena. V splošnem bi lahko metode za identifikacijo gliv 
razdelili na dve veliki skupini: (1) anatomsko-morfološke metode in (2) molekulske metode. 
V zadnjem času se pri identifikaciji in karakterizaciji EM gliv uporablja kombinacijo obeh 
pristopov, ki se je izkazala za najbolj učinkovit in zanesljiv način identifikacije tipov EM 
(Kraigher in sod., 1995).  
2.4.1 Anatomsko-morfološke metode 
Določanje gliv na osnovi anatomskih in morfoloških znakov oziroma glivnih struktur (hife, 
spore, micelij, trosnjak) je tradicionalna metoda študije gliv, ki pa ne daje vedno pravih in 
zanesljivih rezultatov (Agerer, 1990; Kraigher, 1996). Določanje mikoriznih gliv na osnovi 
njihove morfologije je pogosto precej težavno, saj je morfologija le teh poleg 
determiniranosti glive, močno odvisna tudi od vpliva gostiteljske rastline na glivo (Smith in 
Read, 2008). Poleg tega na morfološke lastnosti močno vpliva tudi sama starost vzorca. Zato 
anatomsko-morfološke metode danes vedno dopolnjujemo še z molekulskimi metodami 
identifikacije, ki imajo mnoge prednosti saj so hitrejše, natančnejše in tako omogočajo 
ločevanje gliv, ki se sicer anatomsko in morfološko zelo težko ločijo (Vilhar, 2001).  
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2.4.2 Molekulske metode  
Z razvojem molekulskih metod se je prej pogosto težavna in zahtevna identifikacija gliv 
precej olajšala in pospešila, s tem pa so se odprle nove možnosti raziskav glivne diverzitete, 
taksonomije in ekologije (Horton in Bruns, 2001). Tako so nam molekulske metode 
omogočile hiter napredek v znanju o mikoriznih glivah, saj smo z njimi dobili vpogled v 
tisto, kar je bilo doslej nevidno, hkrati pa smo se začeli tudi vse bolj zavedati ekološkega 
pomena mikoriznih gliv ter njihove tesne povezanosti z rastlinami (Maček, 2008). 
Najpogosteje uporabljene molekulske metode identifikacije gliv so: verižna reakcija s 
polimerazo (PCR) za pomnoževanje določenih izbranih odsekov DNA, polimorfizem dolžin 
restrikcijskih fragmentov (RFLP), poliakrilamidna gelska elektroforeza v temperaturnem 
gradientu (TTGE) in seveda sekvenciranje za točno določitev nukleotidnega zaporedja 
izbranega gena ali odseka na DNA. Prednost teh metod je, da lahko precej hitro in relativno 
poceni ter brez pretiranih tehničnih zahtev ločimo veliko vrst gliv (Horton in Bruns, 2001).  
Molekulska identifikacija EM gliv večinoma temelji na analizi ITS regije gliv (internal 
transcribed spacer). Gre za približno 650-900 baznih parov veliko regijo, ki se nahaja na 
odseku DNA, ki nosi zapis za ribosomsko RNA, natančneje med genoma za veliko in malo 
ribosomsko podenoto. Sestavljena je iz dveh nekodirajočih regij (ITS1 in ITS2), vmes pa se 
nahaja gen za 5.8S rRNA (Horton in Bruns, 2001). ITS regijo lahko pomnožujemo z 
različnimi oligonukleotidnimi začetniki, najpogosteje pa se uporablja par ITS1-f, ki je glivno 
specifični začetni oligonukleotid (Gardes in Bruns, 1993) in univerzalni ITS4 začetni 
oligonukleotid, ki pomnožuje tudi DNA rastlin in alg (White in sod., 1990). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Kemikalije in reagenti 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij, reagentov in encimov ter njihovih proizvajalcev. 
Kemikalija/reagent/encim Proizvajalec 
10-kratni PCR pufer Thermo Scientific 
Agaroza (SeaKem® LE Agarose) Lonza 
Amonijev heptamolibdat Merck 
Askorbinska kislina Sigma 
CTAB  Calbiochem 
Etanol (96%) Stella Tech 
Etidijev bromid Sigma  
Goveji serumski albumin – BSA  Thermo Scientific 
Izopropanol  Sigma 
Kalcijev acetat Merck 
Kalcijev laktat Merck 
Kalijev antimon (III) oksidtartrat Merck 
Kalijev dikromat  Merck 
Kalijev hidroksid  Merck 
Klorovodikova kislina  Merck 
Komplet za čiščenje DNA iz gela (Wizard® SV Gel and PCR Clean-UP 
System) 
Promega 
Komplet za izolacijo DNA (GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kit) Sigma-Aldrich 
Magnezijev klorid Thermo Scientific 
Mioinozitol  Nutritional Biochemicals Corporation 
Na2EDTA Sigma 
Natrijev klorid Merck 
Nukleotidi dNTP mix Thermo Scientific 
Ocetna kislina Merck 
Polimeraza Taq (Taq DNA Polymerase) Thermo Scientific 
Polivinil pirolidon (PVP) Sigma 
ß-merkaptoetanol Sigma 
Standard PO43- Merck 
Sudan IV (SIV) Fluka 
Tripan modro (TB) Fluka 
TRIS Merck 
Velikostni standard (Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder) Fermentas 
Vodikov peroksid Merck 
Začetni oligonukleotid ITS1-F Sigma-Aldrich 
Začetni oligonukleotid ITS4 Sigma-Aldrich 
Žveplova (VI) kislina Merck 
18 
Mravlje J. Kolonizacija korenin in karakterizacija glivnih endofitov pri … na onesnaženem območju Žerjava.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
3.1.2 Laboratorijska oprema 
 Centrifuga (Sigma 3K30) 
 Kamera Axiocam MRc (Carl Zeiss Vision) 
 PCR mašina »PTC-150 MiniCycler« (MJ Research, Biorad) 
 pH meter (Mettler Toledo, Seven Easy, ZDA). 
 Sistem za elektroforezo (IEC 1010-1, Amersham pharmacia) 
 Spektrofotometrom (UV-1800 Shimadzu) 
 Stereomikroskop (Leica) 
 Sušilec (Heraeus instruments) 
 Svetlobni mikroskop (Zeiss 45 9300-9901) 
 Svetlobni mikroskop Axioskop 2 MOT (Carl Zeiss) 
 Termoblok (TBTE) 
 UV lučka   
 UV transluminator (Macrovue) 
 UV transluminator s kamero (UVtech) 
 Ostalo: digestorij, laminarij, magnetno mešalo in vorteks.  
3.1.3 Drugi pripomočki 
 Steklovina: steklene bučke, čaše, epruvete, erlenmajerice, krovna stekelca, merilni valji, 
objektna stekelca, palčke petrijevke in pipete. 
 Železni pribor: pinceta, preparirna igla, skalpel in škarje. 
 Ostalo: avtomatske pipete (2 uL, 10 uL, 20 uL, 100 uL, 200 uL in 1000 uL) in nastavki 
za avtomatske pipete, mikrocentrifugirke (0,5, 1,5 in 2,0 mL) in plastične palčke za trenje 
vzorcev. 
3.2 METODE 
3.2.1 Opis vzorčnih ploskev 
Vzorčne ploskve ležijo na območju Žerjava (v bližini dimnikov nekdanje talilnice svinca) in 
so velike približno 300 kvadratnih metrov. Matična kamnina na tem območju so večinoma 
triasni apnenci in dolomiti, tla pa so rendzinska z različnimi humoznimi plastmi, ki so 
onesnažene s kovinami, še posebej s cinkom, kadmijem in svincem (Vogel-Mikuš in sod., 
2005; Regvar s sod., 2006). Na teh istih vzorčnih ploskvah so že bile opravljene predhodne 
meritve in analize tal ter nekatere raziskave mikorize (Likar, 1999; Vogel, 2000; Vogel-
Mikuš in sod., 2005; Regvar s sod., 2006; Kugonič, 2009). 
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Vzorčna ploskev P2 (N: 46°28´49.9´´, E: 14°51´57.7´´) leži na strmem, približno 40° 
pobočju, bližje dimnikom, od katerih je oddaljena 250 metrov. Organska plast na tej ploskvi 
je globine 20-30 cm, pokrovnost z vegetacijo pa je približno 90%, prevladujejo predvsem 
zelišča in trave. Med lesnatimi rastlinami pa najdemo različne vrbe, bor, brezo, hrast in 
smreko (Vogel-Mikuš in sod., 2005; Regvar s sod., 2006). 
Vzorčna ploskev P3 (N: 46°28´26.5´´, E: 14°51´56´´) leži na grebenu, na robu doline, 
približno 500 metrov stran od dimnikov. Organska plast je tu nekoliko tanjša, saj sega do 
globine nekje 20 cm. Vegetacija na tej ploskvi je precej strnjena, pokrovnost je praktično 
100%. Prevladujejo zelišča, prisotnih pa je tudi več lesnatih vrst – predvsem vrbe, bor, breza, 
smreka, bukev in javor (Vogel-Mikuš in sod., 2005; Regvar in sod., 2006). 
3.2.2 Vzorčenje in nabiranje materiala 
Vzorčenje je potekalo v oktobru leta 2016. Na vsaki od obeh vzorčnih ploskev smo izbrali 
po eno drevo vrbe ive (Salix caprea), navadne breze (Betula pendula) in rdečega bora (Pinus 
sylvestris). Od vsake rastline smo izkopali in nabrali del koreninskega sistema s 
pripadajočimi rizosfernimi tlemi – približno 1 dm3 za vsak vzorec. Vzorce korenin za 
ocenjevanje mikorizne kolonizacije smo shranili v 70 % etanolu, vzorce posameznih 
morfotipov za nadaljnje molekulske analize pa suho zamrznili na -80 °C. Nabrane vzorce 
rizosfernih tal smo spravili v plastične vrečke pri sobni temperaturi. 
3.2.3 Določanje lastnosti rizosfernih tal 
Vzorce rizosfernih tal, nabrane ob koreninah izbranih dreves, smo najprej 24 ur sušili na 
60°C, nato pa presejali skozi sito s porami velikosti 630 µm. Tako pripravljen material smo 
do analize hranili v suhem in temnem prostoru, na sobni temperaturi.  
3.2.3.1 Določanje celokupne organske snovi v tleh 
Vsebnost organske snovi v tleh smo določali po Kromovi metodi (Kandeler, 1995). Ta 
metoda temelji na oksidaciji organske snovi v tleh s pomočjo kalijevega dikromata in 
žveplove (VI) kisline. Krom (III), ki se pri tem tvori in ga določimo kalorimetrično, je 
ekvivalenten deležu v tleh prisotne organske snovi, ki jo izrazimo kot delež tal. Metoda je 
primerna za tla z vsebnostjo organske snovi do 8 %. 
 
Najprej smo pripravili založno raztopino kalijevega dikromata in sicer tako, da smo zatehtali 
98,06 g kalijevega dikromata (Kr2Cr2O7) in mu dodali 1000 mL destilirane vode. Raztopino 
smo segrevali, da se je kalijev dikromat popolnoma raztopil. Sledila je priprava standardnih 
raztopin, ki so nam služile za pripravo umeritvene krivulje. V pet sterilnih 10 ml bučk smo 
zatehtali po 0, 0.0058, 0.0116, 0.0174 in 0.0232 g mioinozitola ter v vsako dodali 2 mL 
raztopine kalijevega dikromata. V digestoriju smo v vzorce počasi in pazljivo dodali še 1,5 
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mL koncentrirane žveplove (VI) kisline ter pustili stati 3 ure. Zatem smo dolili še 
bidestilirano vodo do 10 mL oznake in vzorce zaprte pustili stati čez noč v digestoriju. 
Podobno smo pripravili tudi vzorce tal. V široke epruvete z ravnim dnom smo odpipetirali 
10 mL destilirane vode in si označili nivo z alkoholnim flomastrom. Vodo smo nato odlili 
in epruvete posušili. V vsako smo zatehtali 0,2 g prsti ter dodali še 2 mL kalijevega 
dikromata, nato pa v digestoriju še 1,5 mL žveplove (VI) kisline in pustili stati  v digestoriju 
3 ure. Zatem smo dolili še bidestilirano vodo do 10 mL oznake in pustili stati čez noč v 
digestoriju. 
Naslednji dan smo izvedli spektrofotometrično analizo. Vzorce za analizo smo pripravili 
tako, da smo 1 mL standardnih raztopin redčili z bidestilirano vodo do 25 mL in vsebino 
rahlo premešali. S spektrofotometrom (UV-1800 Shimadzu) smo izmerili absorpcijo pri 
valovni dolžini 570 nm. Na podlagi začetne mase tal, dane vrednosti mioinozitola ustrezajo 
0, 2, 4, 6 in 8 % organske snovi v tleh.  
3.2.3.2 Določanje rastlinam dostopnega fosforja v tleh 
Rastlinam dostopni fosfor v tleh smo določali po Molibdatni metodi (Önorm, 1993). 
Najprej smo pripravili založno raztopino za ekstrakcijo in sicer tako, da smo zatehtali 77 g 
kalcijevega laktata in 39,5 g kalcijevega acetata in ju raztopili v vroči vodi. Nato smo dodali 
89,5 ml ocetne kisline in dopolnili do 1000 ml, ohladili in shranili v hladilniku. 
Zatem smo pripravili delovno raztopino za ekstrakcijo iz 5-krat redčene založne raztopine 
(1 del založne raztopine za ekstrakcijo in 4 deli destilirane vode) ter z ocetno kislino umerili 
pH na 4,1. Nato smo pripravili tudi založno raztopino amonijevega heptamolibdata in sicer 
tako, da smo v bučko zatehtali 12,6 g amonijevega heptamolibdata ter ga raztopili v 400 ml 
vroče vode. Raztopino smo ohladili in ji dodali 140 ml H2SO4, ponovno ohladili ter dopolnili 
z vodo do 900 ml. V raztopino smo dodali še 0,5 g kalijev antimon (III) oksidtartrata, ki smo 
ga raztopili v vroči vodi in dopolnili do 1000 ml. Za nadaljnjo uporabo smo potrebovali 
delovno raztopino amonijevega heptamolibdata, ki smo jo pripravili z 10-kratnim redčenjem 
založne raztopine (1 del založne raztopine amonijevega heptamolibdata in 9 delov vode). 
Za analizo vzorcev smo v erlenmajerice natehtali 5 g suhih tal in dodali 100 ml predhodno 
pripravljene delovne raztopine za ekstrakcijo. Tako pripravljene vzorce smo 2 uri stresali pri 
180 stresljajih na minuto. Nato smo vzorce pustili stati, da se je vsebina malo posedla. Zatem 
smo vzorce prefiltrirali z nagubanim filtrom (modri trak), pri čemer smo prvi del filtrata 
zavrgli, preostanek pa shranili v hladilniku do naslednjega dne, ko smo ga analizirali. 
Naslednji dan smo pripravili svežo raztopino askorbinske kisline in sicer tako, da smo 
zatehtali 4,4 g askorbinske kisline, jo raztopili v destilirani vodi in dopolnili do 1000 ml. 
Sledila je priprava umeritvene krivulje s standardi, ki smo jih pripravili iz standarda PO43-. 
Odpipetirali smo 30,6 mL standarda in dopolnili z destilirano vodo do oznake v 100 mL 
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bučke. Za umeritveno krivuljo smo pripravili osem standardov, tako da smo v osem 100 mL 
bučk odpipetirali po 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 in 4 mL standardne raztopine PO43- in dopolnili 
z založno raztopino za ekstrakcijo do oznake. Iz prve bučke smo odpipetirali 0,1 mL 
standardne raztopine in dodali 1,9 mL destilirane vode; iz druge bučke 0,2 mL standardne 
raztopine in 1,8 mL destilirane vode; iz tretje bučke 0,3 mL standardne raztopine in 1,7 mL 
destilirane vode; iz četrte bučke 0,4 mL standardne raztopine in 1,6 mL destilirane vode; iz 
pete bučke 0,5 mL standardne raztopine in 1,5 mL destilirane vode; iz šeste bučke 0,6 mL 
standardne raztopine in 1,4 mL destilirane vode; iz sedme bučke 0,7 mL standardne 
raztopine in 1,3 mL destilirane vode; iz osme bučke pa 0,8 mL standardne raztopine in 1,2 
mL destilirane vode. V vse tako pripravljene standardne raztopine smo dodali še 16 ml 
delovne raztopine amonijevega heptamolibdata in 2 ml askorbinske kisline. 
Vzorce tal smo pripravili tako, da smo vzeli 1 mL ekstrakta in mu dodali 16 mL delovne 
raztopine amonijevega heptamolibdata in 2 mL askorbinske kisline. Nato smo izvedli 
spektrofotometrične meritve rastlinam dostopnega fosforja pri 660 nm (na spektrofotometru 
UV-1800 Shimadzu). Najprej smo naredili umeritveno krivuljo iz pripravljenih standardov, 
nato pa so sledile še meritve vzorcev. 
Vsa steklovina za analizo vsebnosti fosfatov je bila predhodno temeljito umita z destilirano 
vodo in sprana s kislino (0,2 % HNO3), brez detergenta.  
3.2.3.3 Merjenje pH tal 
Vzorcem tal smo določili tudi pH in sicer tako, da smo smo v široke epruvete zatehtali 1 g 
prsti in dolili 5 mL bidestilirane vode ter dobro premešali. Tako pripravljene vzorce smo 
pustili stati 15 minut, da se je usedlina posedla ter nato izmerili pH s pomočjo pH metra.  
3.2.3.4 Analiza celokupnih koncentracij kovin v tleh s fluorescenčno spektroskopijo (XRF) 
Za meritve celokupnih koncentracij kovin v tleh smo najprej iz vzorcev tal pripravili 
tabletke. Te smo dobili tako, da smo vzorce tal zmleli v prah (v mlinu z volfram-karbidnim 
terilcem) in nato s pomočjo hidravličnega stiskalca vzorce stisnili v tabletke. Tabletke smo 
stehtali, nato pa z metodo rentgenske fluorescenčne spektrometrije (XRF) določili 
koncentracije celokupnih kovin po metodi Nečemer s sod., 2003. Meritve so bile opravljene 
na Inštitutu Jožef Stefan (IJS).  
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3.2.4 Ocena mikorizne kolonizacije dreves 
3.2.4.1 Vzorčenje koreninskega sistema 
Na vsaki od obeh vzorčnih ploskev (P2 in P3) smo vzorčili korenine vrbe ive (Salix caprea), 
navadne breze (Betula pendula) in rdečega bora (Pinus sylvestris). Pri vsaki rastlini smo 
nabrali del koreninskega sistema s pripadajočo rizosferno zemljo. Del materiala smo shranili 
v 70 % etanolu (za ocenjevanje mikorizne kolonizacije in določanje pestrosti ektomikorizne 
kolonizacije), koreninske vršičke posameznih morfotipov za molekulske identifikacijo pa 
smo spravili v mikrocentrifugirke in suho zamrznili na -80 °C do nadaljnjega tretiranja.  
3.2.4.2 Ocenjevanje ektomikorizne kolonizacije 
Nabran koreninski sistem posameznih vzorcev dreves smo najprej dobro sprali in ločili 
morebitne nečistoče in večje delce, ki bi motili nadaljnje delo. Ocenjevanje ektomikorizne 
kolonizacije je potekalo pod stereomikroskopom (Leica), na osnovi morfološko-anatomske 
identifikacije ektomikoriznih morfotipov, ki temelji na izbranih makroskopskih lastnostih 
koreninskega sistema in pripadajočega hifnega plašča (Agerer, 2012). Pred pregledom in 
ocenjevanjem ektomikorize smo s pomočjo pincete in drugega pribora odstranili morebitne 
preostale delce zemlje in druge nečistoče ter koreninice trav. Tako očiščen vzorec smo dali 
v posebej pripravljeno petrijevko v kateri je bila voda in ektomikorizno kolonizacijo ocenili 
po metodi »grid-line intersect« (Giovannetti in Mosse, 1980) z 6x6 cm mrežo (36 kvadratov 
velikosti 1x1 cm). Vzorec smo čim bolj enakomerno razporedili po petrijevki, nato pa na 
vsakem kvadratku prešteli število mikoriznih in nemikoriznih vršičkov ter število 
posameznih glivnih morfotipov. Podatke smo si sproti zapisovali v razpredelnico za kasnejšo 
statistično obdelavo. Pregledali smo 6086 koreninskih vršičkov (od tega 2978 pri brezi, 2481 
pri vrbi in 627 pri boru) in prepoznali 10 značilnih glivnih ektomikoriznih morfotipov.  
3.2.4.3 Barvanje koreninskega sistema 
Za barvanje korenin smo uporabili nekoliko prilagojen protokol dvojnega barvanja po 
Philips in Hayman (1970), ki sta ga modificirala Barrow in Aaltonen (2001) za lesnate vrste. 
Protokol temelji na dvojnem barvanju glivnih stuktur: najprej korenine barvamo z barvilom 
tripan modro (TB), ki selektivno obarva hitin (ki je prisoten v glivnih celičnih stenah), nato 
pa še z barvilom sudan IV (SIV), ki obarva rdeče lipidna telesca rastlin in gliv.  
Predhodno nabrane korenine smo še dodatno očistili in sprali pod vodo. Nato smo jih 
razrezali na manjše koščke in dali v široke 16 cm epruvete z ravnim dnom ter pokrili z 
mrežico in jo pričvrstili z gumico, za kasnejše lažje barvanje in spiranje korenin. Najprej 
smo korenine prelili z 10 % kalijevim hidroksidom (KOH) in jih dali za 20 minut v sušilec 
na 90-100 °C. Nato smo KOH odlili in korenine 3 do 4-krat sprali pod navadno tekočo vodo 
ter jih prelili z 10% vodikovim peroksidom (H2O2) in pustili stati 40-45 minut. Zatem smo 
H2O2 odlili in koreninam dodali 1 % HCl za 3 minute, nato pa jih dobro sprali z destilirano 
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vodo. Korenine smo dobro odcedili in dodali barvilo tripan modro (TB) ter dali v sušilnik 
na 90 °C za 45 minut. Sledilo je spiranje z destilirano vodo, nato pa smo korenine dobro 
odcedili in dodali še barvilo sudan IV (SIV) ter jih znova dali v sušilec na 121 °C za 5 minut. 
Sledilo je ponovno spiranje z vodo, nato pa smo korenine čez noč pustili stati v vodi. 
Naslednji dan smo iz končnih (tankih) delov korenin pripravili mikroskopske preparate in 
sicer tako, da smo na vsako objektno stekelce dali po približno 15 segmentov koreninic, 
dolžine približno 1 cm. Oblili smo jih z laktoglicerolom in pokrili s krovnim stekelcem ter 
shranili v hladilniku do ocenjevanja mikorizne kolonizacije pod mikroskopom. Za vsako 
drevo smo naredili po 3 paralelne vzorce.  
3.2.4.4 Ocenjevanje kolonizacije z arbuskularnimi glivami in temni septiranimi endofiti 
Pregledovanje koreninic in ocenjevanje mikorizne kolonizacije z AM glivami in prisotnost 
DSE je potekalo s svetlobnim mikroskopom (Zeiss) pod 100- oziroma 400-kratno povečavo. 
Stopnjo kolonizacije smo ocenjevali po protokolu Trouvelot s sod., 1986, ki temelji na 
iskanju tipičnih struktur arbuskularnih gliv (hif in arbuskulov) in temnih septiranih endofitov 
(hif in mikrosklerocijev). Skupaj smo pregledali po 3 objektna stekelca (torej približno 45 
koreninic) za vsako drevo na vsaki proučevani ploskvi.  
Na vsakem koreninskem segmentu smo ocenili splošno stopnjo mikorizne kolonizacije na 
osnovi 6-stopenjske lestvice (od 0-5), gostoto posameznih glivnih struktur pa smo ocenili na 
osnovi 4-stopenjske lestvice (A0-A3), kot razvidno v prilogi A. Posamezne parametre 
mikorizne kolonizacije smo izračunali s pomočjo računalniškega programa MycoCalc 
(Trouvelot s sod., 1986).  
Parametri ocenjevanja mikorizne kolonizacije in njihovi izračuni so prikazani v prilogi B. 
3.2.5 Molekulska identifikacija gliv 
3.2.5.1 Izolacija gliv iz koreninskih vršičkov 
Glivno DNA iz posameznih morfotipov smo izolirali iz morfotipov posameznih koreninskih 
vršičkov, ki so bili suho zamrznjeni na -80 °C. Vsak glivni morfotip smo izolirali v 2 
paralelkah. Najprej smo DNA iz vršičkov poskušali izolirati s pomočjo komercialnega 
kompleta GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma), vendar pa je bila izolacija 
DNA s pomočjo tega kompleta precej slaba oziroma neučinkovita, saj smo uspeli izolirati 
DNA le iz malega števila EM morfotipov. Predvidevali smo, da je to zaradi precej malo 
izhodnega materiala (posamezni EM morfotipi so relativno zelo majhni), ta komercialni 
komplet pa je verjetno optimalen pri večji izhodni količini materiala (v navodilih 
proizvajalca piše, da je primeren za do 100 mg materiala).  
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3.2.5.1.1 Postopek izolacije DNA s komercialnim kompletom 
Glivne morfotipe smo iz koreninskih vršičkov izolirali po navodilih proizvajalca. V zadnjem 
koraku (elucija DNA iz vezavne kolone), smo na vezavno kolono odpipetirali 100 uL 
predhodno na 65 °C segrete Elution Solution in centrifugirali 1 minuto pri 16.000 g. Nato 
smo vsebino v mikrocentrifugirki (prvi eluat) shranili, vezavno kolono pa namestili na novo 
zbirno mikrocentrifugirko in ponovili elucijo, da smo dobili še drugi eluat. Tako izolirane 
vzorce DNA smo shranili na -20 °C do nadaljnje uporabe. Za PCR smo uporabili prvi eluat, 
kjer je izolirana DNA bolj koncentrirana (saj smo že tako imeli precej majhne količine 
izhodnega materiala), drugi eluat pa smo shranili za rezervo. 
Ker izolacija po zgornjem navedenem postopku ni bila ravno uspešna, smo se odločili, da 
poskusimo DNA iz koreninskih vršičkov izolirati še po protokolu, ki sta ga zasnovala Gardes 
in Bruns, 1993. Ta protokol se je uporabljalo preden so bili dostopni komercialni kompleti 
za izolacijo DNA. Protokol smo še dodatno modificirali oziroma optimizirali z dodatkom 
polivinil pirolidona (PVP) v 2x CTAB pufer. PVP namreč veže fenolne spojine, ki pogosto 
motijo oziroma zmanjšujejo učinkovitost izolacije rastlinske oziroma glivne DNA.  
3.2.5.1.2 Postopek izolacije po protokolu Gardes in Bruns, 1993  
V mikrocentrifugirko s posameznim glivnim morfotipom smo dodali 300 uL 2x CTAB pufra 
(sestava pufra je razvidna v preglednici 2) z dodanim merkaptoetanolom (2 uL/1 mL) in 2 
% PVP. Tkivo smo zmehčali s 5 minutnim zamrzovanjem in 5 minutnim odtajanjem pri 65 
°C na segrevalnem bloku. Ta postopek smo ponovili trikrat, nato pa smo vzorec strli s 
pomočjo plastične palčke oziroma batka (angl. micropestle). Vzorec smo ponovno zamrznili 
za 5 minut in odtajali pri 65 °C za 5 minut. Tako pripravljen vzorec smo inkubirali 1 uro pri 
65 °C na segrevalnem bloku. Zatem smo vzorcu dodali 300 uL kloroforma in vse skupaj 
dobro premešali na vorteksu, da smo dobili mlečen vzorec. Nato smo centrifugirali 15 minut 
pri 13.000 g na sobni temperaturi. Po končanem centrifugiranju smo odstranili zgornjo fazo 
in jo prenesli v svežo mikrocentrifugirko. DNA smo oborili s 500 uL ledeno hladnega 
izopropanola (-20 °C), vzorec stresli na vorteksu in pustili čez noč stati v zamrzovalniku. 
Naslednji dan smo vzorec vzeli iz zamrzovalnika in ga centrifugirali 10 minut pri 13.000 g 
na 4 °C. Po končanem centrifugiranju smo previdno odlili supernatant in pri tem pazili, da 
nismo odlili peleta. Nato smo pelet sprali s 500 uL ledeno hladnega (-20 °C) 70 % etanola. 
Mikrocentrifugirko smo obrnili na glavo in nazaj ter centridugirali 5 minut pri enakih 
pogojih (13.000 g, 4 °C). Zatem smo odstranili supernatant in mikrocentrifugirko pustili 
odprto stati v laminarju, dokler ni izhlapel ves preostali etanol. Na koncu smo pelet raztopili 
v 50 uL TE pufra (sestava v preglednici 3), vzorec dobro premešali na vorteksu in ves 
ekstrakt spravili v konico mikrocentrifugirke. Vzorec smo pustili stati na pultu pri sobni 
temperaturi 1 uro, zatem pa shranili v zamrzovalniku na -20 °C do nadaljnje uporabe.  
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Preglednica 2: Sestava 2x CTAB pufra za izolacijo DNA 
Kemikalija Založna koncentracija Končna koncentracija Za 100 mL 2x CTAB 
pufra 
Tris pufer (pH 9.0) 1 mM 100 mM 10 mL 
NaCl 5 M 1,4 M 28 mL 
Na2EDTA 0,25 M 20 mM 8 mL 
ddH2O / / 54 mL 
CTAB / 2 % 2 g 
PVP / 2 % 2 g 
ß-merkaptoetanol* / 0,2 % 200 uL 
*ß-merkaptoetanol je bil v 2x CTAB pufer dodan tik pred začetkom ekstrakcije 
 
Preglednica 3: Sestava TE pufra 
Kemikalija Založna koncentracija Končna koncentracija Za 100 mL TE pufra 
Tris pufer (pH 9.0) 1 M 10 mM 1 mL 
NaCl 0,25 M 1 mM 0,4 mL 
ddH2O / / 98,6 mL 
 
3.2.5.2 Pomnoževanje izolirane DNA s PCR 
Izolirano glivno DNA iz posameznih morfotipov smo pomnoževali z verižno reakcijo s 
polimerazo (PCR) in sicer ITS (Internal transcribed spacer) odsek (Gardens s sod., 1991; 
Gardens in Bruns, 1993). Za pomnoževanje glivne DNA smo uporabili za glive specifična 
univerzalna oligonukleotidna začetnika ITS1-F in ITS4 (White s sod., 1990; Gardens in 
Bruns, 1993), katerih zaporedji sta sledeči: 
 
ITS1-F:     5' – 'CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA' – 3'  
ITS4:        5' – 'TCCTCCGCTTATTGATATGC' – 3'  
 
Vzorce izolirane glivne DNA smo najprej redčili z avtoklavirano bidestilirano vodo v 
razmerju 1:10. V kolikor takšna redčitev ni dala rezultatov (ni bilo vidnih PCR produktov 
na gelu), smo poskusili še z neredčeno DNA, v primeru da je bila koncentracija izhodnega 
materiala prenizka, oziroma z redčitvijo 1:100, za razredčenje nečistoč (inhibitorjev), ki 
lahko zavirajo verižno reakcijo s polimerazo. V primeru, da noben od teh poskusov ni dal 
rezultatov, smo poskusili še z 1:50 ali 1:1000 redčitvijo. V večini primerov smo bili uspešni 
z neredčeno izolirano DNA ali kvečjemu z 10-kratno redčitvijo. To pripisujemo temu, da je 
bilo že v začetku izhodnega materiala za izolacijo DNA zelo malo in se je z višjimi 
redčitvami DNA verjetno preveč razredčila, da bi dobili PCR produkt.  
Mešanice za verižno reakcijo s polimerazo (PCR) smo pripravili v 500 uL 
mikrocentrifugirkah s tanko steno. Najprej smo si v 2 mL mikrocentrifugirko pripravili 
mešanico PCR reagentov za večje število vzorcev (sestava razvidna v preglednici 4). Nato 
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smo v posamezno 500 uL mikrocentrifugirko odpipetirali 12,5 uL PCR mešanice in 12,5 uL 
vzorca. Ob vsaki PCR reakciji smo dodali tudi pozitivno in negativno kontrolo, da smo lahko 
preverili zanesljivost oziroma verodostojnost dobljenih rezultatov. Za pozitivno kontrolo 
smo uporabljali znan glivni izolat, ki nam je v preteklosti že dal uspešen PCR produkt, za 
negativno kontrolo pa smo vzorec nadomestili z avtoklavirano bidestilirano vodo. V PCR 
mešanico smo, zaradi visokih koncentracij kovin v vzorcih, dodali tudi goveji serumski 
albumin (BSA), ki veže kovine, a ne moti delovanje encima DNA polimeraze.  
 
Preglednica 4: Seznam reagentov za PCR reakcijo – prikazane so količine za en vzorec. Dejansko smo PCR 
mešanico zaradi boljše natančnosti pripravili v večji količini (za več vzorcev), nato pa v vsako 
mikrocentrifugirko odpipetirali po 12,5 uL mešanice in 12,5 uL vzorca (izolirane DNA). 
Reagent Založna koncentracija Končna koncentracija Volumen založne 
koncentracije za eno 
PCR reakcijo 
avtoklavirana ddH2O / / 5,85 uL 
MgCl2 25 mM 2,5 uM 2,5 uL 
10x PCR pufer 10 x 1 x 2,5 uL 
dNTP 10 mM 200 uM 0,5 uL 
BSA 10 mg/mL 5 mg/mL 0,5 uL 
ITS1-F primer 50 uM 0,5 uM 0,25 uL 
ITS4 primer 50 uM 0,5 uM 0,25 uL 
polimeraza Taq 5 U/uL 0,75 U 0,15 uL 
vzorec (izolirana DNA) / / 12,5 uL 
 
Verižna reakcija s polimerazo (PCR) je potekala v PTC-150 MiniCycler (MJ Research) 
termobloku z nekoliko modificiranimi pogoji po Gardes in Bruns (1993). In sicer smo 
najprej izvedli 7 minutno inkubacijo reakcijskih mešanic pri 95 °C, s tem pa aktivirali encim 
polimerazo in denaturirali morebitne nečistoče, ki bi lahko motile PCR reakcijo. Zatem je 
sledilo 35 ciklov podvajanja DNA (inkubacije), s pogoji kot so razvidni v preglednici 5. V 
vsakem ciklu je korak podvajanja DNA nekoliko daljši, zaradi večanja količine DNA, ki se 
podvaja. Po zadnjem ciklu podvajanju pa je sledila še 10 minutna inkubacija pri 72 °C. 
Vzorce s PCR produkti smo nato shranili v zamrzovalniku na -20 °C do nadaljnje uporabe.  
 
Preglednica 5: Potek PCR reakcije in inkubacijski pogoji (izvedenih je bilo 35 ciklov). 
Korak inkubacije Temperatura Čas 
Denaturacija DNA 93°C 35 sekund 
Vezava in naleganje začetnih 
oligonukleotidov  
55°C 53 sekund 
Podvajanje DNA 72°C 30 sekund + 5 sekund za 
vsak nadaljnji cikel 
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3.2.5.3 Agarozna gelska elektroforeza 
Uspešnost PCR reakcije oziroma prisotnost PCR produktov smo preverjali z elektroforezo 
na agaroznem gelu. V ta namen smo pripravili 1 % agarozni gel in sicer tako, da smo v 
erlenmajerico zatehtali 400 mg agaroze in dolili 40 mL 0,5 x TBE pufra. Agarozo smo v 
pufru raztopili z dvakratnim hitrim segrevanjem do vrenja v mikrovalovni pečici. Počakali 
smo, da se je raztopljena agaroza nekoliko ohladila, nato pa smo ji dodali še 1,5 uL 
etidijevega bromida in premešali ter vse skupaj razlili na nosilec velikosti 10x6 cm. V tekoči 
gel smo postavili fini glavniček s 16 razdelki, da smo oblikovali jamice. Počakali smo 20-
30 minut, da se je gel strdil in odstranili glavniček. V prvo jamico smo nanesli 1,5 uL 
velikostnega standarda (1 kbp), v ostale jamice pa smo nanesli predhodno odtaljene vzorce 
PCR produktov (4 uL vzorca) ter na koncu še pozitivno in negativno kontrolo (prav tako po 
4 uL). Jamice smo na koncu zapolniki do vrha z 0,5x TBE pufrom. Sledila je 30 minutna 
elektroforeza v 0,5x TBE pufru pri napetosti 100 V. Po končani elektroforezi smo gel slikali 
pod ultravijolično svetlobo (z UV-transluminatorjem) s programom UVI-Photo ter preverili 
uspešnost PCR reakcije (prisotnost PCR produktov). V kolikor smo opazili produkt 
pričakovane velikosti (600-900 bp), smo mešanico s PCR produktom shranili za 
sekvenciranje, sicer smo ponovili PCR reakcijo z drugačno redčitvijo ali novim vzorcem.  
3.2.5.4 Čiščenje PCR produkta 
Če smo pri posameznem PCR produktu dobili več kot 1 liso na gelu, smo takšen vzorec še 
enkrat nanesli na agarozno gelsko elektroforezo, tokrat na gel z 8 velikimi jamicami, za 
boljšo ločitev PCR produktov in jamice pa do vrha napolnili z 0,5x TBE pufrom. 
Elektroforeza v 0,5x TBE pufru je potekala 40 minut pri 100 V. Dobljene lise smo iz gela 
izrezali pod UV lučjo s pomočjo skalpela in nato očistili s komercialnim kompletom za 
čiščenje linearne DNA iz restrikcijskih mešanic in agaroznih gelov (Wizard® SV Gel and 
PCR Clean-UP System, Promega) po protokolu zapisanem v navodilih proizvajalca. 
Očiščene produkte smo vsakega posebej shranili v mikrocentrifugirke za kasnejše 
sekvenciranje.  
3.2.5.5 Sekvenciranje 
Sekvenciranje pridobljenih DNA pomnožkov je bilo opravljeno pri komercialnem 
ponudniku Macrogen Inc. (Seul, Južna Koreja).  
3.2.5.6 Identifikacija nukleotidnih zaporedij 
Pridobljena nukleotidna zaporedja smo obdelali s pomočjo programa MEGA7 in analizirali 
oziroma poiskali najboljša ujemanja v NCBI GenBank s spletnim orodjem Nucleotide 
BLAST®.  
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3.2.6 Statistična analiza 
Naše pridobljene rezultate smo analizirali z nekaterimi standardnimi statističnimi metodami.  
 Podatke o kolonizaciji korenin z arbuskularno mikorizo in temno spetiranimi endofiti 
(pridobljene na osnovi ocenjevanja po Trouvelot s sod., 1986) smo pred nadaljnjimi 
statističnimi analizami najprej transformirali z uporabo funkcije arcsin.  
 Za ugotavljanje razlik v frekvenci pojavljanja mikorizne infekcije, posameznih 
mikoriznih struktur in posameznih ektomikoriznih morfotipov med različnimi drevesi in 
ploskvami smo uporabili enosmerno analizo variance (ANOVA) in Duncanov post-hoc 
test (p<0,05). 
 Za ugotavljanje korelacije med mikorizno kolonizacijo in talnimi parametri smo 
uporabili multivariatno analizo glavnih komponent (PCA) in Clustersko analizo.  
 
Za statistične analize zbranih podatkov smo uporabili program MS Excel 2016, dodatek 
XLSTAT, programski paket Statistica (StarSoft) in programski jezik R. 
  
29 
Mravlje J. Kolonizacija korenin in karakterizacija glivnih endofitov pri … na onesnaženem območju Žerjava.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
4 REZULTATI 
4.1 LASTNOSTI TAL 
Vzorcem rizosfernih tal izbranih drevesnih vrst na ploskvi P2 in P3 smo določili vsebnosti 
celokupnih kovin v tleh, celokupne organske snovi, fosfatov in izmerili pH vrednost tal 
(Preglednica 6).  
 
Preglednica 6: Koncentracije celokupnih kovin, vsebnost celokupne organske snovi, fosfatov in pH vrednost 
v rizosfernih tleh izbranih drevesnih vrst na ploskvah P2 in P3. 
 
Kot je razvidno iz preglednice 6 je koncentracija Pb v tleh znašala med 1281 in 37200 mg/kg 
tal, kar močno presega tako mejno (85 mg/kg), opozorilno (100 mg/kg) kot tudi kritično (530 
mg/kg) zakonsko določeno vrednost Pb v teh (Uradni list RS, št. 68/96; Preglednica 7). Prav 
tako je opazno, da so koncentracije Pb v vseh vzorcih rizosfernih tal višje na ploskvi P2 kot 
pa na ploskvi P3, kar je v skladu s tem, da je ploskev P2 bolj onesnažena s kovinami od 
ploskve P3, saj leži bližje obratom nekdanje talilnice Pb v Žerjavu. 
Koncentracije Cd v tleh so znašale med 24,9 in 147,0 mg/kg (Preglednica 6), kar prav tako 
močno presega tako mejno, opozorilno kakor tudi kritično zakonsko določeno dovoljeno 
vrednost Cd v tleh (Uradni list RS, št. 68/96; Preglednica 7). 
Iz preglednice 6 vidimo, da so tudi koncentracije Zn v vseh vzorcih, razen v rizosfernih tleh 
bora iz ploskve P2, presegale mejne in opozorilne vrednosti Zn v tleh. V vzorcih rizosfernih 
tal breze in vrbe iz ploskve P2 ter vzorcu rizosfernih tal vrbe iz ploskve P3 pa je 
koncentracija Zn presegala tudi kritično vrednost Zn v tleh (Uradni list RS, št. 68/96; 
Preglednica 7). Tudi koncentracije Zn so bile v vzorcih rizosfernih tal iz ploskve P2 višje 
kot koncentracije Zn v tleh na ploskvi P3.  
 Ploskev P2 Ploskev P3 
Vrba Breza Bor Vrba Breza Bor 
Pb (mg/kg) 37200 12300 1795 22700 3040 1281 
Cd (mg/kg) 81,2 78,6 24,9 147 56,4 28,3 
Zn (mg/kg) 2110 1505 681 1675 558 170 
OC (%) 5,7 2,3 2,2 12,4 8,5 4,5 
P (µg/g) 27 50 24 77 81 50 
pH 7,0 7,3 8,0 7,0 7,2 7,7 
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Preglednica 7: Mejne, opozorilne in kritične vrednosti Pb, Cd in Zn v tleh predpisane z Uredbo o mejnih, 
opozorilnih in kritičnih imisijskih vrednostih nevarnih snovi v tleh (Ur. l. RS, št. 68/96 z dne 29. 11. 1996). 
 Mejna vrednost 
(mg/kg suhih tal) 
Opozorilna vrednost 
(mg/kg suhih tal) 
Kritična vrednost 
(mg/kg suhih tal) 
Kadmij in njegove 
spojine, izražene kot Cd 
1 2 12 
Svinec in njegove spojine, 
izražene kot Pb 
85 100 530 
Cink in njegove spojine, 
izražene kot Zn 
200 300 720 
 
Našim vzorcem rizosfernih tal smo določili tudi vsebnost celokupne organske snovi, ki je 
znašala med 2,2 in 12,4 % (Preglednica 6). Vsebnost organske snovi je bila v vseh vzorcih 
na ploskvi P2 nižja kot na ploskvi P3, kar je pričakovano in v skladu z dosedanjimi 
meritvami organske snovi na tem območju. Ploskev P3 ima namreč manjši naklon od 
ploskve P2, zato je izpiranje manjše in se organska snov bolj kopiči v tleh.  
Koncentracije fosfatov v tleh so se gibale med 24 in 81 µg/g (Preglednica 6). Tudi pri fosfatih 
je bila situacija podobna kot pri organski snovi, saj so bile izmerjene vrednosti fosfatov na 
ploskvi P3 pri vseh vzorcih rizosfernih tal višje kot na ploskvi P3. Razlog za to je zopet nižji 
naklon ploskve P3 in posledično manjše izpiranje fosfatov iz tal, poleg tega pa je ploskev P3 
manj onesnažena s prekomernimi koncentracijami kovin v tleh, ki še dodatno zmanjšujejo 
dostopnost fosfatov v tleh na ploskvi P2. 
Vrednosti pH, ki smo jih izmerili v vodnih ekstraktih rizosfernih tal, so znašale med 7,0 in 
8,0 (Preglednica 6), kar kaže na to, da so tla nevtralna do rahlo bazična. Bistvenih razlik med 
ploskvami nismo zaznali, smo pa opazili, da so bile vrednosti pH najvišje pri boru na obeh 
ploskvah (8,0 in 7,7), medtem ko so bile najnižje pri vrbi (7,0 na obeh ploskvah). 
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4.2 OCENA MIKORIZNE KOLONIZACIJE DREVES 
Nabranim vzorcem smo določali stopnjo tako endomikorizne kolonizacije (AM, DSE) kot 
tudi ektomikorize. Za oceno kolonizacije z AM glivami in DSE smo uporabili protokol 
Trouvelot s sod., 1986, ki temelji na iskanju tipičnih struktur AM gliv in DSE. Pri vsakem 
drevesu na vsaki od obeh ploskev smo ocenili pogostost posameznih struktur (Priloga A) in 
izračunali vrednosti posameznih mikoriznih parametrov (Priloga B). EM pa smo ocenjevali 
glede na anatomsko-morfološke značilnosti gliv na korenskih vršičkih ter jih razvrstili v 
značilne morfotipe (po Agerer, 2012).  
4.2.1 Frekvenca kolonizacije z glivami in splošna intenziteta mikorize 
Frekvenca kolonizacije z glivami (F%) je bila pri vseh drevesnih vrstah na obeh ploskvah 
100 %, kar pomeni, da so bile v vseh pregledanih koreninah opazne modro obarvane hife in 
druge glivne strukture (Preglednica 8). Vendar pa nam ta parameter ne pove veliko, saj nam 
kaže le prisotnost gliv oziroma kolonizacijo korenine z glivami. Obarvajo se namreč tako 
hife in druge značilne glivne strukture simbiontskih gliv (AM glive, DSE), kakor tudi hife 
drugih glivnih endofitov, ki so lahko tudi patogeni ali paraziti gostiteljskih rastlin. 
 
Preglednica 8: Deleži kolonizacije (%) s posameznimi mikoriznimi parametri za oceno kolonizacije 
koreninskega sistema z glivami pri različnih drevesnih vrstah (bor, breza in vrba) na vzorčnih ploskvah P2 in 
P3 (povprečje ± SE, n=3). Različne črke pri posameznih parametrih označujejo statistično značilne razlike 
(enosmerna ANOVA, Duncanov post-hoc test, p <0,05). 
 
 
Ploskev P2 
 
 
Ploskev P3 
 
Mikorizni 
parameter 
Vrba Breza Bor Vrba Breza Bor 
F % 100±0,00 100±0,00 100±0,00 100±0,00 100±0,00 100±0,00 
M % 59,7±4,03b 81,8±6,22a 44,2±2,06c 80,0±2,93a 83,2±2,83a 71,0±3,03ab 
m % 59,7±4,03b 81,8±6,22a 44,2±2,06c 80,0±2,93a 83,2±2,83a 71,0±3,03ab 
A % 1,28±0,28b 3,94±1,11a 0,35±0,08b 1,17±0,31b 4,53±1,00a 0,81±0,09b 
a %  2,18±0,57b 4,67±1,10a 0,78±0,18b 1,44±0,33b 5,43±1,16a 1,14±0,10b 
MS % 1,61±0,16c 8,93±2,91b 6,88±0,19b 23,6±3,83a 0,58±0,34c 8,69±0,67b 
ms % 2,71±0,25c 10,9±3,18b 15,6±0,97b 29,3±3,66a 0,66±0,39d 12,2±0,43b 
S % 1,37±0,25b 11,1±6,98a 1,79±0,17b 5,12±0,23ab 6,77±1,70ab 1,17±0,21b 
s % 2,35±0,55b 13,2±7,75a 4,10±0,52ab 6,45±0,47ab 8,02±1,73ab 1,66±0,33b 
V % 2,47±1,05c 4,17±1,34c 7,37±1,44bc 5,92±3,17c 20,8±3,41a 16,3±2,56ab 
v % 4,37±1,91c 4,93±1,36c 16,5±2,59ab 7,61±4,04bc 24,8±3,18a 23,0±3,97a 
Splošna intenziteta mikorize (M%) je znašala med 44,3 in 83,2 % (Preglednica 8). Najvišja 
je bila pri brezi (83,2 % na ploskvi P2 in 81,8 % na ploskvi P3) ter vrbi na ploskvi P3 (80,0 
%), najnižja pa  pri boru na ploskvi P2 (44,2 %). 
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Pri vseh drevesnih vrstah na obeh ploskvah smo opazili tako EM, AM kot tudi DSE. Kot je 
razvidno iz slike 2A je pričakovano prevladovala EM (47,1–84,4 %), manj pa je bilo 
kolonizacije s tipičnimi strukturami AM gliv in DSE. Kolonizacija z DSE je zelo variirala 
med drevesnimi vrstami in ploskvami, najvišja je bila pri vrbi na ploskvi P3, kjer je obsegala 
23,6 % pregledanega koreninskega sistema (Preglednica 8). Vendar je potrebno omeniti, da 
je kolonizacija z DSE verjetno pri vseh vzorcih podcenjena, saj se pri barvanju koreninic 
pogosto ne da zanesljivo ločiti neseptiranih hif od septiranih hif DSE (sploh pri mladih hifah, 
ki še niso značilno rjavkasto obarvane). Poleg tega so koreninski vzorci dreves tudi bolj 
težavni za ocenjevanje mikorizne kolonizacije od zelnatih rastlin, saj se zaradi svoje 
strukture slabše barvajo kot korenine zelnatih rastlin. Zato kot kazalec kolonizacije z DSE 
uporabljamo gostoto mikrosklerocijev (parameter MS%), katerih frekvenca pa je dejansko 
nekoliko nižja kot celotna kolonizacija korenin z DSE.   
 
Slika 2: Delež kolonizacije koreninskega sistema vrbe, breze in bora z različnimi skupinami simbiontskih gliv 
na ploskvah P2 in P3 v Žerjavu. A: Delež ektomikoriznih vršičkov (EM). B: Delež A% (ocena kolonizacije z 
AM) in frekvenca MS% (ocena kolonizacije z DSE). Različne črke nad stolpci označujejo statistično značilne 
razlike med drevesi in med ploskvami (enosmerna ANOVA, Duncanov post-hoc test, p<0,05). 
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4.2.2 Arbuskularna mikoriza 
Za ocenjevanje stopnje kolonizacije korenin posameznih dreves z AM glivami smo uporabili 
parameter A% (gostota arbuskulov v koreninskem sistemu), saj so arbuskuli (Slika 3C in 
3D) najbolj zanesljiv znak in pokazatelj AM in s tem prisotnosti pravih AM gliv. Gostota 
arbuskulov je pri naših vzorcih znašala med 0,35 in 4,53 % (Preglednica 8). Najvišja je bila 
pri brezi, kjer je na ploskvi P3 znašala 4,53 % in na ploskvi P3 3,94 %, ter se je statistično 
značilno razlikovala od ostalih drevesnih vrst. Statistično značilnih razlik znotraj drevesnih 
vrst med ploskvami nismo opazili. 
Poleg arbuskulov smo v vzorcih korenin opazili tudi druge značilne glivne strukture: hife 
(Slika 3A), svitke (Slika 3B) in vezikle (Slika 3E in 3F). Gostota svitkov (S%) je znašala 
med 1,17 in 11,1 % ter je bila najvišja pri brezi na ploskvi P2, ki se je statistično značilno 
razlikovala od ostalih drevesnih vrst (Preglednica 8). Statistično značilno najnižjo gostoto 
svitkov je imel bor (na obeh ploskvah) in vrba na ploskvi P2. Gostota veziklov (V%) je 
znašala med 2,47 in 20,8 % (Preglednica 8). Najvišja je bila pri brezi na ploskvi P3, ki se je 
tudi statistično značilno razlikovala od vseh ostalih dreves, razen od bora na ploskvi P3, ki 
je imel tudi precej visoko gostoto veziklov (16,3 %). Opazili smo tako »klasične« modro 
obarvane vezikle (Slika 3E in 3F), kot tudi vezikle z značilnimi rdeče-rjavo obarvanim 
oljnimi kaplicami (Slika 4F), ki verjetno pripradajo DSE. 
4.2.3 Temni septirani endofiti 
V koreninah vseh vrst dreves smo opazili tudi DSE, katerih kolonizacijo smo ocenili na 
osnovi mikrosklerocijev (parametra MS%). Mikrosklerociji (MS) so tipične strukture DSE 
in najbolj zanesljiv znak njihove prisotnosti v koreninah rastlin. Kolonizacija z DSE je 
znašala od 0,58 do 23,6 % in je bila najvišja pri vrbi na ploskvi P3, ki se je tudi statistično 
značilno razlikovala od vseh ostalih dreves (Preglednica 8). Opazili smo več različnih tipov 
MS (Slika 4B-4E). Pri vrbi so prevladovali manjši, podolgovati MS nepravilnih oblik (Slika 
4B), ki so se pojavljali posamično ali v manjšh skupinah. Pri brezi so prevladovali veliki, 
dolgi mikrosklerociji večinoma pravokotne oblike, ki so se običajno pojavljali v večjih 
skupinah (Slika 4C). Takšne MS smo zasledili tudi pri vrbi, vendar so bili manj pogosti. Pri 
boru pa so bili najbolj pogosti majhni, kroglasti MS (Slika 4D), ki so se pojavljali v manjših 
skupinah. Ta tip MS smo opazili tudi pri brezi, ampak so bili redki. 
Poleg MS smo v vzorcih opazili tudi tipične melanizirane in septirane hife, ki so značilne za 
DSE (Slika 4A). Vendar pa je bilo zaradi starosti in relativno slabega stanja vzorcev korenin 
dreves ter včasih tudi slabega obarvanja, zanesljivo ločevanje neseptiranih od septiranih hif 
težko, zato tega nismo ločevali oziroma posebej ocenjevali.  
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Slika 3: Strukture AM gliv v koreninah dreves: A – hife AM gliv v korenini; B – svitek; C in D – arbuskuli; E 
in F – vezikli. Merilca so označena na slikah (50 µm). 
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Slika 4: Strukture DSE v koreninah dreves: A – hife in preplet hif; B, C, D in E – različne oblike 
mikrosklerocijev; F – rdeče-rjavo obarvane oljne kapljice v veziklih. Merilca so označena na slikah (50 µm). 
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4.2.4 Ektomikoriza 
Ektomikorizno kolonizacijo smo ocenjevali z morfotipiranjem koreninskih vršičkov dreves 
pod stereomikroskopom. Kot smo predvidevali, so bile EM glive najbolj zastopan tip 
mikorize na koreninah vseh drevesnih vrst. Absolutni podatki o pogostosti kolonizacije z 
EM glivami oziroma pogostosti ektomikoriznih morfotipov v posameznih vzorcih drevesnih 
vrst na ploskvah P2 in P3 so podani v Prilogi C. 
 
Preglednica 9: Prikaz vseh pregledanih koreninskih vršičkov pri vrbi, brezi in boru na ploskvi P2 in P3. Tabela 
prikazuje število pregledanih vršičkov, število nemikoriznih vršičkov, delež mikoriznih vršičkov, skupno 
število morfotipov in dominantni morfotip pri posameznem drevesu na posamezni ploskvi in skupaj na obeh 
ploskvah (povprečje ± SE, n=6). Različne črke pri deležu mikoriznih vršičkov označujejo statistično značilne 
razlike med drevesnimi vrstami in med ploskvama (enosmerna ANOVA, Duncanov post-hoc test, p <0,05). 
 
Stopnja EM kolonizacije je pri izbranih drevesnih vrstah na ploskvah P2 in P3 znašala med 
47,1 in 84,4 % (Preglednica 9). Statistično značilno se je EM kolonizacija med ploskvama 
P2 in P3 razlikovala le pri vrbi, kjer je bila kolonizacija na ploskvi P2 (47,1 %) nižja kot na 
ploskvi P3 (64,4 %), ki je manj onesnažena s prekomernimi koncentracijami kovin. Pri brezi 
in boru je bila EM kolonizacija prav tako višja na ploskvi P3 kot na ploskvi P2, vendar 
razlike niso bile statistično značilne.  
Kot je razvidno iz preglednice 9 je bila najvišja EM kolonizacija opažena pri brezi na ploskvi 
P3 (84,4 %), ki se je statistično značilno razlikovala od vseh ostalih dreves. Najnižja EM 
kolonizacija pa je bila opažena pri vrbi na ploskvi P3 (47,1 %), ki se je statistično značilno 
razlikovala od vrbe na ploskvi P3 in breze (na obeh vzorčnih ploskvah), ne pa tudi bora, ki 
je imel prav tako relativno nizko kolonizacijo z EM glivami (na ploskvi P2 je ta znašala 52,3 
%, na ploskvi P3 pa 57,2 %). 
 
 
 Vrba (Salix caprea) Breza (Betula pendula) Bor (Pinus sylvestris) 
P2 P3 Skupaj 
(P2+P3) 
P2 P3 Skupaj 
(P2+P3) 
P2 P3 Skupaj 
(P2+P3) 
Št. vseh vršičkov 1348 1133 2481 1983 955 2938 272 355 627 
Št. nemikoriznih 
vršičkov 
709 409 1118 496 159 655 130 152 282 
Delež mikoriznih 
vršičkov 
0,47d 0,64bc 0,55 0,75ab 0,84a 0,78 0,52cd 0,57cd 0,55 
Skupno število 
morfotipov 
10 10 10 10 10 10 5 5 5 
Dominantni 
morfotip 
B B B B A B D D D 
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4.2.4.1 Ektomikorizni morfotipi 
V vseh vzorcih dreves (na obeh ploskvah) smo skupno pregledali: 2481 koreninskih vršičkov 
vrbe, 2938 koreninskih vršičkov breze in 627 koreninskih vršičkov bora (Preglednica 9). Na 
osnovi morfoloških značilnosti koreninskih vršičkov kot so obarvanost, razvejanost, oblika, 
površina in izhajajoči elementi (Preglednica 10), ki sledijo razvrščanju po Agererju (1987 – 
2012), smo skupaj identificirali 10 tipično različnih ektomikoriznih morfotipov, ki smo jih 
označili s črkami od A do J (Slika 5). Od tega smo pri vrbi in brezi našli vseh 10 različnih 
morfotipov, medtem ko smo pri boru našli le 5 od teh 10 morfotipov (Preglednica 9). 
Podatki o pogostosti posameznih ektomikoriznih morfotipov v posameznih vzorcih 
drevesnih vrst na ploskvah P2 in P3 so podani v prilogi C. 
4.2.4.2 Diverziteta ektomikoriznih morfotipov  
Največja diverziteta ektomikoriznih morfotipov je bila opažena pri vrbi in brezi, saj smo pri 
obeh drevesnih vrstah na obeh vzorčnih ploskvah našli vseh 10 identificiranih 
ektomikoriznih morfotipov. Pri boru je bila diverziteta ektomikoriznih morfotipov manjša, 
saj smo našli le 5 različnih ektomikoriznih morfotipov. V splošnem je bil opazen nekakšen 
trend, da so bili morfotipi, ki so se pojavljali pri vrbi in brezi, zelo slabo zastopani ali celo 
odsotni pri boru in obratno, morfotipi pogosti pri boru, so bili slabo zastopani pri vrbi in 
brezi (neodvisno od vzorčne ploskve).  
Kot je razvidno iz preglednice 9 je bil pri boru na obeh ploskvah dominantni morfotip D. 
Prisoten je bil kar na 70,4 % vseh mikoriznih vršičkov na ploskvi P2 in na 60,3 % vseh 
mikoriznih vršičkov na ploskvi P3. Pri brezi je bil gledano v celoti (na ploskvi P2 in P3 
skupaj) dominantni morfotip B, saj je bil prisoten na 41,3 % vseh mikroiznih koreninskih 
vršičkov. Gledano vsako ploskev posebej, pa je na ploskvi P2 prevladoval morfotip B (47,8 
% vseh mikoriznih vršičkov), na ploskvi P3 pa je prevladoval morfotip A (37,9 % vseh 
mikoriznih vršičkov). Pri vrbi pa je bil prav tako na obeh ploskvah dominantni morfotip B, 
ki je na ploskvi P2 predstavljal 47,1 % vseh mikoriznih vršičkov, na ploskvi P3 pa 54,9 % 
vseh mikoriznih vršičkov (Preglednica 9). 
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Slika 5: Fotografije ektomikoriznih morfotipov na koreninah dreves v Žerjavu: črke v levem zgornjem kotu 
označujejo imena oziroma oznake morfotipov. Merilca so označena na fotografijah.  
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Preglednica 10: Opisi opaženih ektomikoriznih morfotipov na koreninah izbranih drevesnih vrst na onesnaženem območju Žerjava. Opisi sledijo morfologiji po 
Agererju (1987-2012). 
  
Morfotip Obarvanost Razraščanje Oblika Površina Izhajajoči 
elementi 
Pokrovnost Opombe 
A rjava  enostaven, nerazvejan valjasta, 
večinoma ravni 
retikularna  goste svetlo rjave 
hife 
vsaj polovica 
ali cel vršiček 
 
B  rjava (običajno 
temno rjava) 
enostaven, nerazvejan valjasta, rahlo 
ukrivljeni 
gladka, lahko 
rahlo retikularna 
ni izraščajočih 
elementov 
cel vršiček  
C črna  enostaven, nerazvejan valjasta, 
večinoma ravni 
retikularna  redke temne hife večinoma cel 
vršiček 
 
D črna enostaven, nerazvejan valjasta, rahlo 
ukrivljeni 
gladka, lahko 
rahlo retikularna 
ni izraščajočih 
elementov 
večinoma cel 
vršiček 
 
E črna enostaven, nerazvejan kroglasta do 
sodčasta 
gladka ni izraščajočih 
elementov 
cel vršiček zelo kratki, 
kroglasti 
F črna enostaven, nerazvejan kroglasta do 
sodčasta 
retikularna temne hife cel vršiček zelo kratki, 
kroglasti 
G črna enostaven, nerazvejan vretenasta, 
večinoma 
ukrivljeni 
gladka lahko redke 
temne hife 
samo apeks 
vršička 
betičasto 
zadebeljen  
H bež (do svetlo 
rjav) 
enostaven, nerazvejan vretenasta do 
valjasta, 
večinoma ravni 
retikularna redke svetle hife vsaj polovica 
vršička 
betičasto 
zadebeljen  
I svetel apeks, 
črno telo 
enostaven, nerazvejan valjasta, 
večinoma ravni 
ali rahlo 
ukrivljeni 
gladka, rahlo 
bleščeča 
lahko redke hife 
iz črnega dela 
večinoma cel 
vršiček 
na apeksu 
zašiljen 
J temno rjava do 
črna 
Sestavljen, razvejan 
(monopodialno-pinatno) 
valjasta, lahko 
rahlo ukrivljeni 
gladka, lahko 
bleščeča 
lahko prisotne 
temne hife ali ne 
cel vršiček Lahko zelo veliki  
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4.2.4.2.1 Zastopanost posameznih ektomikoriznih morfotipov 
 
Slika 6: Zastopanost posameznih ektomikoriznih morfotipov pri posameznih drevesnih vrstah na vzorčnih 
ploskvah P2 in P3. A – EM morfotipi pri vrbi na ploskvi P2; B – EM morfotipi pri vrbi na ploskvi P3; C – EM 
morfotipi pri brezi na ploskvi P2; D – EM moroftipi pri brezi na ploskvi P3; E – EM morfotipi pri boru na 
ploskvi P2; F – EM morfotipi pri boru na ploskvi P3. Črke ob diagramih označujejo statistično značilne razlike 
v deležu posameznega morfotipa med drevesnimi vrstami in ploskvami (enosmerna ANOVA; Duncanov post-
hoc test; p<0,05). 
Morfotip A je bil najbolj pogost pri brezi (35,1 % na ploskvi P2 in 37,9 % na ploskvi P3), 
razlike so bile statistično značilno različne od vrbe (Slika 6). Statistično značilnih razlik v 
pojavljanju med obema ploskvama pri brezi ni bilo, so pa bile statistično značilne razlike v 
pojavljanju pri vrbi– večjo pogostost je imel na ploskvi P2. Pri boru se ta tip morfotipa ni 
pojavljal.  
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Morfotip B je bil opažen pri vseh treh drevesnih vrstah, najbolj pogost je bil pri vrbi (47,1 
% na ploskvi P2 in 54,9% na ploskvi P3) in brezi (47,8 % na ploskvi P2 in 28,2 % na ploskvi 
P3), najmanj pa pri boru, ki se je v pogostosti morfotipa B statistično značilno razlikoval od 
breze in vrbe (Slika 6). Statistično značilno se je pogostost med ploskvama razlikovala le pri 
brezi (večja je bila na ploskvi P2), medtem ko pri boru in vrbi razlike med ploskvama niso 
bile statistično značilno različne. 
Morfotip D je bil prevladujoč morfotip pri boru, tako na ploskvi P2 (70,4 %) kot na ploskvi 
P3 (60,3 %) in se je v pogostosti statistično značilno razlikoval od breze in vrbe, pri katerih 
je bil precej manj pogost (Slika 6). Statistično značilnih razlik v pojavljanju med ploskvama 
nismo opazili pri nobeni drevesni vrsti. 
Morfotip F je bil najbolj pogost pri boru na ploskvi P2 (12,0 %) in se je statistično značilno 
razlikoval od pogostosti pojavljanja na ploskvi P3 (4,0 %), pri ostalih dveh drevesnih vrstah 
je bil precej manj zastopan (Slika 6).  
Morfotip G je bil tretji najbolj pogost morfotip pri vrbi (20,2 % na ploskvi P2 in 25,9 % na 
ploskvi P3) in se je statistično značilno razlikoval od pogostosti pojavljanja pri brezi (Slika 
6). Statistično značilnih razlik v pogostosti pojavljanja med ploskvama znotraj iste drevesne 
vrste pa nismo opazili. 
Morfotip J je bil zelo pogost pri boru, saj je bil za morfotipom D drugi najbolj pogost 
morfotip pri boru (Slika 6). Njegova pogostost pri boru je bila statistično značilno različna 
od pogostosti pojavljanja pri brezi in vrbi, kjer je bila njegov delež v povprečju nižji od 1 % 
(Slika 6). Statistično značilnih razlik med ploskvama pri boru nismo opazili. 
Morfotip E  se je pojavljal pri vseh drevesnih vrstah, vendar je bil povsod relativno nizko 
zastopan (Priloga D). Statistično značilnih razlik v pojavljanju nismo opazili niti med 
drevesnimi vrstami, niti med ploskvami. 
Morfotipi C, H in I so se pojavljali le pri vrbi in brezi, njihov delež je bil relativno nizek, 
prav tako večinoma nismo opazili statistično značilnih razlik v pojavljanju med drevesnima 
vrstama in med ploskvami (Priloga D).  
Točni podatki o vseh povprečnih deležih posameznih ektomikoriznih morfotipov pri 
posamezni drevesni vrsti na ploskvi P2 in ploskvi P3 so podani v Prilogi D. 
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4.3 IZOLACIJA IN KARAKTERIZACIJA ZDRUŽBE GLIVNIH SIMBIONTOV  
4.3.1 Izolacija gliv iz koreninskih vršičkov in pomnoževanje s PCR reakcijo 
Iz izbranih ektomikoriznih koreninskih vršičkov različnih drevesnih vrst iz obeh vzorčnih 
ploskev (P2 in P3) smo izolirali glivno DNA. Za vsak ektomikorizni morfotip pri vsaki 
drevesni vrsti smo poskusili izolirati DNA iz dveh koreninskih vršičkov. Skupno smo 
uspešno izolirali in pomnožili DNA iz 62 vzorcev, ki pripadajo 8 različnim morfotipom pri 
različnih drevesnih vrstah na obeh vzorčnih ploskvah. 
4.3.2 Karakterizacija glivnih simbiontov 
Dobljene PCR pomnožke smo po potrebi očistili s pomočjo komercialnega kompleta 
(Wizard® SV Gel and PCR Clean-UP System, Promega), nato pa jih poslali na 
sekvenciranje v podjetje Macrogen Inc. v Seul, Južna Koreja. Od oddanih 62 vzorcev je bilo 
46 sekvenc uporabnih (dovolj dolgih in razločnih) za nadaljnjo analizo oziroma 
identifikacijo s pomočjo orodja Nucleotide BLAST®.  
Od 46 pridobljenih sekvenc (22 pri brezi, 18 pri vrbi in 6 pri boru), smo jih 12 uspeli 
identificirali do vrste, 21 do rodu, 7 do družine, 4 do redu in 2 do širše taksonomske skupine 
(Preglednica 11). Zaradi majhnega števila uspešno pridobljenih in karakteriziranih sekvenc 
bora, gre pri tej drevesni vrsti v našem primeru zgolj za preliminarne študije glivne združbe 
bora na območju Žerjava.  
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Preglednica 11: Primerjava naših dobljenih sekvenc (iz izolatov) s sekvencami najboljših zadetkov programa BLAST(prikazan je delež ujemanja (%) in E-vrednost). 
Izolati naših gliv iz koreninskih vršičkov so določeni do vrste oziroma rodu natančno (oz. do najnižje možne taksonomske skupine) in uvrščeni v pripadajočo glivno 
družino in red. Dodana je tudi: 2Taksonomska uvrstitev v širšo skupino gliv: Ascomycota (A), Basidiomycota (B) ali Mucomycota (M); in 3Ekološka niša: 
ektomikorizna gliva (M), endofit/temni septirani endofit (D), saprofit (S) ali parazit (P). 
GLIVA Najbližji 
BLAST zadetek 
Pristopna 
številka 
Delež 
ujemanja 
(%) 
E – 
vrednost  
Določena glivna 
vrsta (rod/skupina) 
Družina (red) Taks. 
skup.2 
Ekol. 
niša3 
Oznaka 
morfotipa 
Oznaka 
izolata1 
A P2/VR1 Phoma sp. 
 
HE608801 94 0 Phoma sp. Didymellaceae 
(Pleosporales) 
A S 
P2/VR2 Uncultured 
sordariaceous 
ectomycorrhiza  
AY916068 94 0 neznana gliva  
iz družine 
Sordariaceae 
Sordariaceae  
(Sordariales) 
A M 
P2/BR1 Uncultured 
Trichophaea 
KC986257 91 0 Trichophaea sp. Pyronemataceae 
(Pezizales) 
A M 
P3/BR1 Uncultured 
Trichophaea 
KC986257 90 0 Trichophaea sp. Pyronemataceae 
(Pezizales) 
A M 
P3/BR2 Uncultured 
Trichophaea 
KC986257 91 0 Trichophaea sp. Pyronemataceae 
(Pezizales) 
A M 
B P2/VR1 Uncultured 
Cadophora 
KF660553 98 0 Cadophora sp. Helotiales incertae 
sedis (Helotiales) 
A D 
P2/BR1 Hygrocybe sp. MK351729 91 0 Hygrocybe sp. Hygrophoraceae 
(Agaricales) 
B M/S 
P3/BR1 Leohumicola sp. JX912153 95 0 Leohumicola sp. Leotiomycetes 
incertae sedis 
A D 
P3/BR2 Hebeloma 
mesophaeum 
MK305909 99 0 Hebeloma 
mesophaeum 
Hymenogastraceae 
(Agaricales) 
B M 
P2/BO1 Geopora cervina FM206410 99 0 Geopora cervina Pyronemataceae 
(Pezizales) 
A M/D 
P3/BO1 Geopora cervina FM206410 100 0 Geopora cervina Pyronemataceae 
(Pezizales) 
A M/D 
P3/BO2 Geopora cervina FM206410 97 0 Geopora cervina Pyronemataceae 
(Pezizales) 
A M/D 
                                                                                                                                                                                                                                              Se nadaljuje 
           
           
44 
Mravlje J. Kolonizacija korenin in karakterizacija glivnih endofitov pri … na onesnaženem območju Žerjava.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
nadaljevanje preglednice 11: Primerjava naših dobljenih sekvenc (iz izolatov) s sekvencami najboljših zadetkov programa BLAST(prikazan je delež ujemanja (%) 
in E-vrednost). Izolati naših gliv iz koreninskih vršičkov so določeni do vrste oziroma rodu natančno (oz. do najnižje možne taksonomske skupine) in uvrščeni v 
pripadajočo glivno družino in red. 1Oznake izolatov: VR – vrba, BR – breza, BO – bor. Dodana je tudi: 2Taksonomska uvrstitev v širšo skupino gliv: Ascomycota 
(A), Basidiomycota (B) ali Mucomycota (M); in 3Ekološka niša: ektomikorizna gliva (M), endofit/temni septirani endofit (D), saprofit (S) ali parazit (P). 
GLIVA Najbližji 
BLAST zadetek 
Pristopna 
številka 
Delež 
ujemanja 
(%) 
E – 
vrednost  
Določena glivna 
vrsta (rod/skupina) 
Družina (red) Taks. 
skup.2 
Ekol. 
niša3 
Oznaka 
morfotipa 
Oznaka 
izolata1 
C P2/VR1 Uncultured 
Helotiales 
EU195342 100 0 neznana gliva  
iz redu Helotiales 
- 
(Helotiales) 
A M/D/S 
P3/VR1 Uncultured 
Helotiales 
EU195342 97 0 neznana gliva  
iz redu Helotiales 
- 
(Helotiales) 
A M/D/S 
P2/BR1 Alatospora sp. KY322553 99 0 Alatospora sp. Leotiaceae 
(Leotiales) 
A M 
P2/BR2 Alatospora sp. KY322553 99 0 Alatospora sp. Leotiaceae 
(Leotiales) 
A M 
P3/BR1 Cenococcum 
geophilum 
LC095167 97 0 Cenococcum 
geophilum 
Gloniaceae 
(Mytilinidiales) 
A M 
D P2/VR1 Uncultured 
sordariaceous 
ectomycorrhiza 
AY916068 97 0 neznana gliva  
iz družine 
Sordariaceae 
Sordariaceae  
(Sordariales) 
A M 
P2/VR2 Uncultured 
sordariaceous 
ectomycorrhiza 
AY916068 97 0 neznana gliva  
iz družine 
Sordariaceae 
Sordariaceae  
(Sordariales) 
A M 
P3/VR1 Uncultured 
Tomentella 
LC013848 98 0 Tomentella sp. Thelephoraceae 
(Thelephorales) 
B M 
P2/BR1 Alatospora sp. KY322553 99 0 Alatospora sp. Leotiaceae 
(Leotiales) 
A M 
P3/BR1 Uncultured 
ectomycorrhiza 
(Tomentella) 
EU498745 95 0 Tomentella sp. Thelephoraceae 
(Thelephorales) 
B M 
E P2/VR1 Uncultured 
Pezizomycotina 
FJ152543 90 6e-101 neznana gliva  
iz skupine 
Pezizomycotina 
- A nz 
                                                                                                                                                                                                                                              Se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 11: Primerjava naših dobljenih sekvenc (iz izolatov) s sekvencami najboljših zadetkov programa BLAST(prikazan je delež ujemanja (%) 
in E-vrednost). Izolati naših gliv iz koreninskih vršičkov so določeni do vrste oziroma rodu natančno (oz. do najnižje možne taksonomske skupine) in uvrščeni v 
pripadajočo glivno družino in red. 1Oznake izolatov: VR – vrba, BR – breza, BO – bor. Dodana je tudi: 2Taksonomska uvrstitev v širšo skupino gliv: Ascomycota 
(A), Basidiomycota (B) ali Mucomycota (M); in 3Ekološka niša: ektomikorizna gliva (M), endofit/temni septirani endofit (D), saprofit (S) ali parazit (P). 
GLIVA Najbližji 
BLAST zadetek 
Pristopna 
številka 
Delež 
ujemanja 
(%) 
E – 
vrednost  
Določena glivna 
vrsta (rod/skupina) 
Družina (red) Taks. 
skup.2 
Ekol. 
niša3 
Oznaka 
morfotipa 
Oznaka 
izolata1 
E P3/VR1 Uncultured 
sordariaceous 
ectomycorrhiza 
AY916068 99 0 neznana gliva  
iz družine 
Sordariaceae 
Sordariaceae  
(Sordariales) 
A M 
P3/VR2 Uncultured 
sordariaceous 
ectomycorrhiza 
AY916068 98 0 neznana gliva  
iz družine 
Sordariaceae 
Sordariaceae  
(Sordariales) 
A M 
P2/BR1 Uncultured 
ectomycorrhiza 
(Cenococcum 
geophilum) 
EU498730 99 0 Cenococcum 
geophilum 
Gloniaceae 
(Mytilinidiales) 
A M 
P2/BR2 Tricholoma 
scalpturatum 
EU160590 99 0 Tricholoma 
scalpturatum 
Tricholomataceae 
(Agaricales) 
B M 
P3/BR1 Hymenogaster 
populetorum 
GU479335 90 0 Hymenogaster 
populetorum 
Hymenogastraceae 
(Agaricales) 
B M 
G P3/VR1 Helotiaceae sp. KF428239 97 0 neznana gliva  
iz družine 
Helotiaceae 
Helotiaceae 
(Helotiales) 
A M/D 
P2/BR1 Uncultured 
Tomentella 
LC013848 98 0 Tomentella sp. Thelephoraceae 
(Thelephorales) 
B M 
P2/BR2 Uncultured 
Tomentella 
LC013848 98 0 Tomentella sp. Thelephoraceae 
(Thelephorales) 
B M 
P3/BR1 Uncultured 
Tomentella 
LC013848 98 0 Tomentella sp. Thelephoraceae 
(Thelephorales) 
B M 
I P2/VR1 Uncultured 
Helotiales 
EU195342 96 0 neznana gliva  
iz redu Helotiales 
- 
(Helotiales) 
A M/D/S 
P2/VR2 Uncultured 
Helotiales 
EU195342 87 4e-143 neznana gliva  
iz redu Helotiales 
- 
(Helotiales) 
A M/D/S 
                                                                                                                                                                                                                                              Se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 11: Primerjava naših dobljenih sekvenc (iz izolatov) s sekvencami najboljših zadetkov programa BLAST(prikazan je delež ujemanja (%) 
in E-vrednost). Izolati naših gliv iz koreninskih vršičkov so določeni do vrste oziroma rodu natančno (oz. do najnižje možne taksonomske skupine) in uvrščeni v 
pripadajočo glivno družino in red. 1Oznake izolatov: VR – vrba, BR – breza, BO – bor. Dodana je tudi: 2Taksonomska uvrstitev v širšo skupino gliv: Ascomycota 
(A), Basidiomycota (B) ali Mucomycota (M); in 3Ekološka niša: ektomikorizna gliva (M), endofit/temni septirani endofit (D), saprofit (S) ali parazit (P). 
GLIVA Najbližji 
BLAST zadetek 
Pristopna 
številka 
Delež 
ujemanja 
(%) 
E – 
vrednost  
Določena glivna 
vrsta (rod/skupina) 
Družina (red) Taks. 
skup.2 
Ekol. 
niša3 
Oznaka 
morfotipa 
Oznaka 
izolata1 
I P3/VR1 Uncultured 
Pezizomycotina 
FJ152543 90 3e-104 neznana gliva  
iz skupine 
Pezizomycotina 
- A nz 
P3/VR2 Cadophora 
finlandica 
DQ485203 95 9e-125 Hyaloscypha 
finlandica 
Hyaloscyphaceae 
(Helotiales) 
A D 
P2/BR1 Mortierella sp. KU712228 97 0 Mortierella sp. Mortierellaceae 
(Mortierellales) 
M S 
P2/BR2 Uncultured 
Mortierella 
HG935732 99 0 Mortierella sp. Mortierellaceae 
(Mortierellales) 
M S 
P3/BR1 Cadophora 
finlandica 
DQ485203 87 3e-133 Hyaloscypha 
finlandica 
Hyaloscyphaceae 
(Helotiales) 
A D 
J P2/VR1 Helotiaceae sp. KF428264 97 0 neznana gliva  
iz družine 
Helotiaceae 
Helotiaceae 
(Helotiales) 
A M/D 
P3/VR1 Steccherinum 
ochraceum 
KY321175 99 0 Steccherinum 
ochraceum 
Meruliaceae 
(Polyporales) 
B P 
P2/BR1 Tomentella sp. KX358011 79 4e-113 Tomentella sp. Thelephoraceae 
(Thelephorales) 
B M 
P3/BR1 Uncultured 
Tomentella 
HQ204742 87 0 Tomentella sp. Thelephoraceae 
(Thelephorales) 
B M 
P2/BO1 Wilcoxina 
rehmii 
JX129137 98 0 Wilcoxina rehmii Pyronemataceae 
(Pezizales) 
A D 
P3/BO1 Uncultured 
Tomentella 
LC013848 98 0 Tomentella sp. Thelephoraceae 
(Thelephorales) 
B M 
P3/BO2 Uncultured 
Tomentella 
LC013848 98 0 Tomentella sp. Thelephoraceae 
(Thelephorales) 
B M 
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4.3.2.1 Taksonomska sestava združbe glivnih simbiontov 
Gledano v celoti (vse drevesne vrste) so bile med vsemi identificiranimi vzorci najpogostejše 
glive iz skupine Ascomycota (29 izolatov oz. 63,0 %), sledile so glive iz skupine 
Basidiomycota (15 izolatov oz. 32,6 %), identificirali pa smo tudi 2 glive iz skupine 
Mucomycota (Preglednica 11). Pri vrbi so močno prevladovale glive iz skupine Ascomycota 
(88,8 %), pri brezi in boru pa je bil delež gliv iz obeh skupin približno enak.  
4.3.2.1.1 Zastopanost redov 
Skupaj smo identificirali 10 različnih redov gliv, najbolj pogosti kolonizatorji korenin so bili 
predstavniki redu Helotiales in Thelephorales, ki so skupaj predstavljali skoraj 40 % vseh 
identificiranih koreninskih vršičkov (Slika 7). Red Thelephorales je bil hkrati tudi edini red 
gliv, ki se je pojavljal pri vseh treh drevesnih vrstah (Slika 8).  
 
Slika 7: Zastopanost posameznih redov gliv pri vseh drevesnih vrstah skupaj (na obeh ploskvah skupaj). 
Največjo pestrost redov smo opazili pri brezi, kjer smo identificirali 7 različnih redov, 
najmanjšo pa pri boru, kjer smo identificirali le 2 različna redova (Slika 8A). Kot je razvidno 
iz slike 8A je pri vrbi prevladoval red Helotiales (44,4 %), pri brezi red Thelephorales (27,3 
%), pri boru pa red Pezizales (66,6 %). Pri boru smo na ploskvi P2 našli zgolj glive iz redu 
Pezizales, na ploskvi P3 pa poleg omenjenega redu še red Thelephorales (Slika 8B). Pri brezi 
smo na obeh ploskvah identificirali približno enak delež gliv iz redov Agaricales, 
Mytilinidales in Thelephorales. Glive iz rodu Pezizales so bile bolj pogoste na ploskvi P3, 
prav tako smo na ploskvi P3 identificirali tudi predstavnike redu Helotiales, ki jih na ploskvi 
P2 nismo našli (Slika 8B). Pri vrbi smo identificirali približno enak delež gliv iz redu 
Helotiales in Sordariales na obeh vzorčnih ploskvah. Predstavnike iz redu Thelephorales 
smo našli le na ploskvi P3 (Slika 8B). 
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Slika 8: Deleži posameznih redov gliv pri različnih drevesnih vrstah. A – na obeh vzorčnih ploskvah (P2 in 
P3) skupaj; B – posebej na ploskvi P2 in ploskvi P3. 
4.3.2.1.2 Zastopanost družin 
Edina družina gliv, ki se je pojavljala pri vseh treh drevesnih vrstah je bila družina 
Theleophoraceae, ki je bila najbolj pogost kolonizator koreninskih vršičkov pri brezi (Slika 
9B). Pri boru smo identificirali še predstavnike družine Pyronemataceae, ki so bili 
najpogostejši kolonizatorji korenin bora (Slika 9C) in so se hkrati pojavljali tudi pri brezi 
(Slika 9B). Pri vrbi 39 % vzorcev nismo uspeli identificirati do družine, od tistih, ki pa smo 
jih uspeli identificirati, pa je prevladovala družina Sordariaceae, ki je predstavljala skoraj 
1/2 vseh identificiranih mikoriznih vršičkov vrbe (Slika 9A).  
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Slika 9: Zastopanost posameznih družin gliv pri različnih drevesnih vrstah na obeh vzorčnih ploskvah (P2 in 
P3) skupaj. A – vrba; B – breza; C – bor. 
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4.3.2.1.3 Zastopanost rodov 
Kot je razvidno iz preglednice 11, smo pri boru in brezi vse izolate uspeli identificirati vsaj 
do rodu, medtem ko pri vrbi večino izolatov nismo mogli določiti do rodu. Gledano v celoti, 
pri vseh drevesnih vrstah, so izmed identificiranih rodov prevladovale glive iz rodu 
Tomentella, ki so bili hkrati tudi najbolj pogost rod pri brezi (Slika 10). Pri boru smo našli 
največ gliv iz rodu Geopora, pri vrbi pa je izmed identificiranih gliv prevladoval rod 
Cadophora oziroma po novejši taksonomiji Hyaloscypha (Slika 10). Sicer pa je pri vrbi 
izmed gliv, ki jih nismo uspeli identificirati do rodu, prevladoval red Helotiales (Preglednica 
11).  
 
Slika 10: Skupno število najdenih predstavnikov posameznih glivnih rodov pri posameznih drevesnih vrstah 
(na obeh vzorčnih ploskvah P2 in P3 skupaj). 
Primerjava glivne združbe (na nivoju rodov) dreves med ploskvama P2 in P3 je pokazala, 
da se združbi med ploskvama ne razlikujeta statistično značilno. Je pa iz dendrograma 
podobnosti razvidno, da sta si glivni združbi breze in vrbe med seboj bolj podobni kot glivna 
združba bora (Slika 11). Matrika podobnosti na osnovi katere je bila narejena primerjava je 
v prilogi E.  
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Slika 11: Dendrogram podobnosti združb gliv (rodov) med različnimi drevesnimi vrstami na ploskvah P2 in 
P3 (Bray-Curtisova metoda podobnosti; metoda neponderirane aritmetične sredine – UPGMA; višina je mera 
podobnosti med posameznimi skupinami). 
4.3.2.2 Ekološka struktura glivne združbe 
Za večino identificiranih gliv je poznana njihova ekološka niša (Preglednica 11). Vse 
identificirane glive pri boru na obeh ploskvah so tipično EM vrste oziroma DSE vrste, ki 
tvorijo ektendomikorizo (Slika 12). Tudi pri brezi so na obeh ploskvah prevladovale tipične 
EM vrste, ki so predstavljale približno 75 % vseh gliv na ploskvi P2 in 80 % vseh gliv na 
ploskvi P3 (Slika 12). Na ploskvi P3 smo pri brezi našli še tipične predstavnike DSE, ki so 
predstavljali 20 % vseh izoliranih gliv. Pri vrbah pa smo našli bistveno bolj raznolik spekter 
ekoloških niš gliv, ki smo jih izolirali iz koreninskih vršičkov. Zanesljivo (ekto)mikoriznih 
gliv je bilo nekoliko manj in sicer 30 % na ploskvi P2 in 37,5 % na ploskvi P3 (Slika 12). 
Približno 10 % gliv pri vrbi (tako na ploskvi P2 kot na ploskvi P3) je bilo predstavnikov 
DSE, za približno 10 % gliv na vsaki ploskvi pa zaradi ne dovolj natančne taksonomske 
identifikacije (Preglednica 11) ne moremo zanesljivo določiti ekološke niše, verjetno pa 
spadajo med (ekto)mikorizne glive ali DSE  (Slika 12). Pri vrbi in brezi smo identificirali 
tudi posamezne primerke saprofitskih in/ali patognih vrst gliv.  
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Slika 12: Delež ekološke strukture glivne združbe pri različnih drevsnih vrstah (bor, breza, vrba) na vzorčnih 
ploskvah P2 in P3. Oznake: M – ektomikorizne glive; M/D –ektomikorizne glive ali temni septirani endofiti; 
D – temni septirani endofiti; M/D/S – ektomikorizna gliva ali temni septirani endofit ali saprofit; S – saprofit; 
P – parazit; NZ – neznana ekološka niša. 
4.4 VPLIV TALNIH PARAMETROV NA MIKORIZNO KOLONIZACIJO 
Za ugotavljanje korelacij med različnimi talnimi parametri in mikorizno kolonizacijo 
drevesnih vrst ter različnimi EM morfotipi smo uporabili multivariatno analizo glavnih 
komponent (PCA; Slika 13).  
Iz slike 13 je opaziti, da naraščajočimi koncentracijami kovin v tleh (Pb, Cd in Zn) pozitivno 
korelira večja kolonizacija z DSE (ocenjena na osnovi MS%). Prav tako je opaziti pozitivno 
korelacijo morfotipov C, B, G in H z naraščajočimi koncentracijami kovin v tleh. Korelacije 
med kolonizacijo z AM (ocenjeno na osnovi A%) in EM glivami ter povečanimi 
koncentracijami kovinami v tleh nismo opazili. Je pa opazna očitna negativna korelacija med 
deležem veziklov v koreninskem sistemu (V%) in povečano vsebnostjo kovin v tleh. Opazna 
je tudi pozitivna korelacija AM in EM kolonizacije ter gostote svitkov (S%) s količino 
dostopnega fosforja v tleh.   
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Slika 13: Ordinacijski diagram vzdolž prve in druge ordinacijske osi analize glavnih komponent talnih 
parametrov in mikorizne kolonizacije (ponazorjenih z vektorji). 
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5 RAZPRAVA 
5.1 OPTIMIZACIJA PROTOKOLOV 
5.1.1 Optimizacija protokola izolacije glivne DNA iz koreninskih vršičkov 
Izolacija glivne DNA iz mikoriznih koreninskih vršičkov s pomočjo komercialnega 
kompleta za izolacijo DNA (Preglednica 1) ni bila uspešna, saj smo s kompletom uspešno 
izolirali DNA samo iz 4 vzorcev koreninskih vršičkov. Zato smo se odločili za izolacijo 
DNA po protokolu opisanem v Gardes in Bruns (1993), ki smo ga še dodatno nekoliko 
modificirali z dodatkom polivinil pirolidona (PVP) v CTAB pufer, za bolj čisto izolacijo 
DNA. PVP namreč veže fenolne spojine, ki so pogoste v rastlinskih celicah in lahko 
inaktivirajo proteine (Rezadoost in sod., 2016) ter tako v nadaljevanju pogostijo motijo 
pomnoževanje DNA s PCR, saj delujejo kot inhibitorji Taq polimeraze (Angeles in sod., 
2005). Posledično pa dobimo manj produkta, kar je pri že tako nizki količini izhodnega 
materiala lahko ključno. Podobno kot Angeles in sod. (2005) smo opazili, da je bil brez 
dodatka PVP pelet izolirane DNA pogosto rjavkasto obarvan, kar kaže na prisotnost 
oksidiranih fenolnih spojin, ki v nadaljevanje vplivajo na uspešnost in kvaliteto 
pomnoževanja DNA s PCR reakcijo. Ob dodatku PVP pelet ni bil več rjavkasto obarvan, 
ampak je bil pričakovano brezbarven oziroma bele barve. PVP smo dodali v CTAB pufer 
tik pred samo izolacijo DNA in sicer tako, da smo dobili 2% raztopino PVP (Preglednica 2).  
5.1.2 Optimizacija PCR mešanice za pomnoževanje glivne DNA. 
Kljub izboljšanemu protokolu izolacije glivne DNA iz koreninskih vršičkov, smo pogosto 
dobili na gelu šibke lise, torej zelo malo pomnožka glivne DNA. Zato smo PCR mešanico 
nekoliko optimizirali in sicer z dodatkom govejega serumskega albumina (BSA). BSA je 
namreč protein, ki stabilizira polimerazo in s tem ojača njeno delovanje, posledično pa 
dobimo več produkta (Kramer in Coen, 2001). Uporaba BSA se priporoča predvsem pri 
starih vzorcih DNA ali vzorcih, ki vsebujejo veliko inhibitorjev PCR reakcije kot je recimo 
melanin (Pääbo in sod., 1998; Kreader in sod., 1996; Henegariu in sod., 1997; Giambernardi 
in sod., 1998; Frackman in sod., 1998; Schmerer, 2003; Stone in sod., 2006; King in sod., 
2009; cit. po Kennedy, 2011). Melanin, ki je prisoten v celičnih stenah gliv, ima namreč 
številne fenolne skupine, ki lahko interferirajo s Taq polimerazo in motijo njeno delovanje 
(Kreader, 1996) s tem pa tudi uspešnost PCR reakcije. Naši vzorci pa so poleg samih glivnih 
komponent, ki lahko motijo PCR reakcijo, vsebovali tudi visoke koncentracije kovin, ki prav 
tako inhibirajo pomnoževanje DNA, kar pogosto daje napačne ali negativne rezultate 
(Wilson, 1997). Zato smo uporabili BSA, ki deluje kot kelator, saj veže kovine in druge 
inhibitorje prisotne v vzorcih (pigmenti, celuloza, metil celuloza) ter tako zmanjša njihov 
inhibitorni učinek na PCR reakcijo, s tem pa dobimo več produkta (Wilson, 1997). Sam BSA 
kot tak pa naj ne bi imel direktnega vpliva na sam potek PCR reakcije (Ralser in sod., 2006; 
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cit. po Kennedy, 2011). V vsako PCR mešanico smo tako dodali 0,5 µL BSA (5 mg/mL) kot 
je razvidno iz preglednice 4. 
5.2 OCENA MIKORIZNE KOLONIZACIJE DREVES 
V naši raziskavi smo ocenjevali mikorizni status treh drevesnih vrst, ki rastejo na 
onesnaženem območju Žerjava: vrbe ive (Salix caprea), navadne breze (Betula pendula) in 
rdečega bora (Pinus sylvestris). Vrste iz rodov Salix in Betula veljajo za pionirske vrste, ki 
v naravi pogosto rastejo na rastiščih, kjer so talne razmere neugodne za rast rastlin (Varga 
in sod., 2009; Hrynkiewicz in sod., 2009; 2010; cit. po Hrynkiewicz in sod., 2015). Tudi 
rdeči bor velja za pionirsko vrsto, ki se pogosto uporablja v namene pogozdovanja 
(Otgonsuren in Ming-Jen, 2012). Ključna lastnost pionirskih vrst je verjetno tudi ta, da lahko 
hitro in preprosto vzpostavijo EM povezave z glivami, ki so dobro prilagojene in imajo 
visoko toleranco na različne neugodne okoljske dejavnike, ter so bistvene za preživetje in 
rast gostiteljskih rastlin na takših rastiščih (Hrynkiewicz in sod., 2015). Znano je namreč, da 
so rastline, ki lahko tvorijo EM povezave bolj tolerantne na abiotski in biotski stres (Smith 
in Read, 2008).  
Vrba iva (Salix caprea) predstavlja tipično pionirsko vrsto na degradiranih, nekdanjih 
rudarskih območjih v Srednji Evropi, saj ima visoko toleranco na povečane koncentracije 
kovin v tleh (Hrynkiewicz in sod., 2008). Na tej vrsti so bile na območju Žerjava v preteklosti 
že narejene raziskave v povezavi z njeno mikorizno kolonizacijo (Regvar in sod., 2006; 
Likar in Regvar, 2009; Regvar in sod., 2010; Likar in Regvar, 2013), tako da so njeni 
mikorizni simbionti že karakterizirani. V nasprotju z vrbo ivo, pa raziskav mikorizne 
kolonizacije navadne breze in rdečega bora na tem območju še ni bilo narejenih, zato naša 
raziskava predstavlja prve ocene mikoriznega statusa in karakterizacije glivnih endofitov teh 
dveh drevesnih vrst na območju Žerjava.  
5.2.1 Arbuskularna mikoriza 
Prisotnost arbuskulov smo potrdili pri vseh treh drevesnih vrstah, na obeh vzorčnih 
ploskvah. Delež arbuskulov je bil relativno nizek pri vseh drevesnih vrstah in je znašal od 
0,35 – 4,53 %. Pri vrbi je ta v povprečju (na obeh vzorčnih ploskvah) znašal 1,22 %, kar je 
podobno preteklim ocenam vrbe ive na tem območju, ki so znašale od 0-3 % (Likar in 
Regvar, 2009; Regvar in sod., 2010). Podobne nizke ocene AM kolonizacije (<5%) pri vrbah 
na območjih v zgodnjih sukcesijsih stopnjah opažajo tudi drugi avtorji (Van der Heijden in 
sod., 2000; Obase in sod., 2007). Kljub nizki stopnji AM kolonizacije pri vrbi, pa Van der 
Heijden in sod. (2010) poročajo, da je ta pomembno prispevala pri oskrbi rastline s 
fosforjem. Isti avtorji opisujejo, da je pri AM kolonizaciji pogosto opazen tudi sezonski upad 
AM gliv (več spomladi in manj jeseni), kar je posledica spremenjenih prehranskih potreb 
rastline ali dostopnosti mineralov v tleh (Van der Heijden in sod., 2000).  
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Najvišji delež arbuskulov smo opazili pri brezi, kjer je ta v povprečju znašal 4,24 %. 
Podatkov o mikorizni kolonizaciji breze na območju Žerjava do sedaj še ni bilo, zato teh ne 
moremo primerjati. Vendar pa so Bainard in sod. (2011) v raziskavi mikorizne kolonizacije 
nekaterih drevesnih vrst, ocenili tudi AM pri dveh vrstah breze, ki je v povprečju znašala 
med 5 in 10 %, kar je primerljivo našim ocenam. Najnižji delež arbuskulov pa smo opazili 
pri boru, kjer je ta v povprečju (na obeh vzorčnih ploskvah) znašal 0,58 %.  
Delež arbuskulov (in s tem AM gliv) je bil pri vseh treh drevesnih vrstah pričakovano nizek, 
saj so vse izbrane drevesne vrste tipične EM vrste. Interakcije med AM in EM glivami pri 
drevesnih vrstah, ki jih kolonizirata oba tipa mikoriznih gliv, še vedno ostajajo nepojasnjene 
oziroma ne dovolj raziskane. Nekateri avtorji (Lodge in Wentworth, 1990) opisujejo 
negativne interakcije med obema tipoma mikorize na nivoju posameznih koreninskih 
vršičkov, saj naj bi EM glive s svojim plaščem tvorile fizično bariero, skozi katero AM glive 
ne morejo penetrirati (Chilvers in sod., 1987; Lodge, 1989). Drugi avtorji (Van der Heijden 
in sod., 2000) pa pravijo, da tega ne moremo posploševati, saj lahko na istih koreninskih 
vršičkih pogosto najdemo tako EM kot AM glive, pogosto pa celo več različnih EM gliv. 
Zato odnose med AM in EM glivami ne moremo posploševati na nivoju posameznih tipov 
mikorize, pač pa moramo proučiti interakcijo med posameznimi vrstami AM in EM gliv, da 
lahko govorimo o potencialnih pozitivnih ali negativnih odnosih (Van der Heijden in sod., 
2000).  
Tudi rezultati naše raziskave kažejo na slednje, saj smo pri večini vzorcev opazili tako AM 
kot EM glive, v nekaterih primerih celo na istem koreninskem vršičku. Ne glede na sezonske 
spremembe in potencialne interakcije med EM in AM glivami, se torej obe skupini gliv 
ohranjata med sezono in tekom sukcesijskih stopenj (Van der Heijden in sod., 2000). 
5.2.2 Ektomikorizna kolonizacija 
Pričakovano je pri vseh treh drevesnih vrstah prevladovala kolonizacija z EM glivami. To 
smo ocenili na osnovi morfotipiranja. Pri vrbi je kolonizacija znašala 47 % na ploskvi P2 in 
64 % na ploskvi P3, kar je v skladu z dosedanjimi ocenami EM kolonizacije vrbe na tem 
območju, ki je v povprečju na vseh vzorčnih ploskvah obsegala okoli 60% (Likar in Regvar, 
2009) in je bila prevladujoč tip mikorize pri vrbi (Regvar in sod., 2010). Avtorji podobnih 
raziskav vrbe na degradiranih območjih sicer poročajo o zelo različnih frekvencah EM 
kolonizacije. Hrynkiewicz in sod. (2008) so ocenili relativno nizko kolonizacijo z EM pri 
vrbi (3-36%) na nekdanjem rudarskem območju, medtem ko drugi avtorji (Van der Heijden 
in sod., 2000; Obase in sod., 2007) poročajo o visoki kolonizaciji vrb z EM glivami, ki lahko 
tudi presega 80 %.  
Najvišjo kolonizacijo z EM glivami smo opazili pri brezi, ki je v povprečju (na obeh vzorčnih 
ploskvah) znašala 78 %. Visoko kolonizacijo z EM glivami pri brezi poročajo tudi Rudawska 
in sod. (2019), kjer je delež EM korenin breze v mešanih drevesnih sestojih znašal 95-100 
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%. Pri boru je bilo v povprečju z EM glivami koloniziranih 55 % vseh koreninskih vršičkov, 
kar je manj kot denimo v raziskavi, ki so jo opravili Rudawska in sod. (2003), kjer so v 
bližini talilnice aluminija na večini koreninskih vršičkov bora opazili EM glive. Njihovi 
rezultati sicer kažejo na negativen indirektni učinek onesnaževanja na produkcijo finih 
koreninskih vršičkov in posledično manj vršičkov, ki so na voljo za mikorizno kolonizacijo 
v primerjavi z bori na neonesnaženih območjih.  
Pri vseh treh drevesnih vrstah je bil opazen značilen trend, da je dominiral en ali največ dva 
morfotipa, ki sta bila najbolj pogosta, medtem ko so se ostali morfotipi pojavljali v manjših 
deležih. Podobno opažajo tudi Rudawska in sod. (2003), ki so ugotovili, da sta pri EM 
drevesih tipično prevladujoča en ali dva dominantna morfotipa, nato pa sledi večje število 
manj pogostih morfotipov. V njihovi raziskavi EM kolonizacije bora, je bil na vseh vzorčnih 
ploskvah v različni oddaljenosti od talilnice aluminija prevladujoč en glivni morfotip, ki je 
predstavljal 60-85 % vseh mikoriznih koreninskih vršičkov. V našem primeru je bil pri boru 
to morfotip D, ki je v povprečju na obeh ploskvah predstavljal 68,4 % vseh mikoriznih 
koreninskih vršičkov, kar je primerljivo z rezultati Rudawska in sod. (2003). 
Pri vrbi je na obeh vzorčnih ploskvah prevladoval morfotip B, ki je v povprečju koloniziral 
50,8 % vseh mikoriznih vršičkov, sledil pa mu je morfotip G, ki je v povprečju koloniziral 
22,7 % vseh mikoriznih vršičkov. Na ploskvi P2 je bil pri vrbi pogost tudi morfotip A, ki je 
koloniziral 21,9 % vseh mikoriznih vršičkov. Ostali morfotipi so se pojavljali v nižjem 
deležu. Podobno sta tudi pri brezi prevladovala dva morfotipa in sicer morfotip A, ki je 
prevladoval na ploskvi P3 (37,9 % vseh mikoriznih vršičkov) in morfotip B, ki je 
prevladoval na ploskvi P2 (47,8 % vseh mikoriznih vriščkov). Na ploskvi P3 je bil precej 
pogost tudi moroftip D, ki je koloniziral 18,5 % vseh mikoriznih vršičkov. Ostali morfotipi 
so se tudi pri brezi pojavljali v manjšem deležu. 
EM glive so pomembne na onesnaženih območjih, saj lahko učinkovito zmanjšajo privzem 
kovin v rastlino in jo na tak način ščitijo pred toksičnimi vplivi kovin (Jentschke in Godbold, 
2000). Pri tem je ključen predvsem melanin v celični steni EM gliv, ki lahko poveča 
toleranco teh gliv na povišane koncentracije kovin v tleh (Gadd, 1993), kar posledično daje 
tem glivam kompetitivno prednost v onesnaženih okoljih (Regvar in sod., 2010). Colpaert 
in Van Assche (1992) sta dokazala, da lahko EM glive s svojo razrastjo okoli koreninskih 
vršičkov povečajo toleranco bora na povečane konentracije Zn v tleh.  
5.2.3 Temni septirani endofiti 
DSE glive najdemo pri zelo raznolikem spektru rastlin, ki so sposobne tvoriti arbuskularno, 
orhidejsko, erikoidno in ektomikorizo (Otgonsuren in Ming-Jen, 2012). Tudi pri vseh naših 
treh izbranih drevesnih vrstah smo potrdili prisotnost DSE. Njihova frekvenca je bila v 
povprečju najvišja pri vrbi in je znašala 12,6 % (na obeh vzorčnih ploskvah). Sicer pa je bila 
kolonizacija z DSE pri vrbi zelo variabilna (1,61-23,6 %), kar je podobno dosedanjim 
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ocenam kolonizacije vrbe z DSE na območju Žerjava, ki so znašale med 0,1 in 20,4 % 
(Regvar in sod., 2010). Tudi drugi avtorji poročajo o kolonizaciji vrbe z DSE, predvsem na 
degradiranih območjih in drugih ekstremnih rastiščih (Hrynkiewicz in sod., 2008; 
Hrynkiewicz in sod., 2009).  
Pri boru je kolonizacija z DSE v povprečju (na obeh vzorčnih ploskvah) znašala 7,79 %. Za 
DSE je znano, da tvorijo tipično ektomikorizno povezavo s predstavniki družine Pinaceae 
in še nekaterimi predstavniki kritosemenk (Smith in Read, 2008). Predvsem se značilno 
pogosto pojavljajo na degradiranih območjih, zato je ektendomikoriza lahko zelo pomembna 
za vzpostavitev sejank iglavcev in revegetacijo takšnih območij (Yu in sod., 2001). Tudi 
raziskava Rudawska in sod. (2003) borov na onesnaženem območju v okolici talilnice 
aluminija je pokazala, da je bil prevladujoč morfotip tipični ektendomikorizni morfotip, 
verjetno predstavnik DSE. Ektendomikorizni morfotipi so sicer tipični predstavniki in 
kolonizatorji borov na degradiranih in onesnaženih območjih (Mikola, 1965; Danielson, 
1991; Kowalski, 1987, Kowalski in sod., 1989; Kieliszewska-Rokica in sod., 1997). 
Najnižja kolonizacija z DSE je bila v povprečju (na obeh vzorčnih ploskvah skupaj) opažena 
pri brezi in je znašala 4,76 %. Prisotnost DSE so pri brezi potrdili tudi nekateri drugi avtorji 
(Wilcox in Wang, 1987; Hashimoto in sod., 2001; Tedersoo in sod., 2008).  
Gehring in sod. (1998) poročajo, da so vrste iz redu Pezizales, kamor uvrščamo mnoge DSE 
glive, pogosto dominantni predstavniki v EM glivnih združbah ekosistemov, ki so v zgodnjih 
fazah sukcesije in na območjih, ki so jih prizadele motnje. Morfologija DSE gliv je sicer 
podobna morfologiji EM gliv oziroma ektendomikoriznih gliv (Wilcox in Wang, 1987). 
Čeprav je vloga DSE v rastlinah lahko zelo raznolika, pa Likar in Regvar (2009) 
predvidevata, da ima lahko vrba kot pionirska vrsta na neugodnih rastiščih koristi od DSE, 
ki so tolerantni na povišane koncentracije kovin v tleh. Prav tako drugi avtorji navajajo, da 
naj bi DSE nadomeščali AM glive v klimatsko in/ali edafsko ekstremnih območjih, kot so 
arktični in alpinski ekosistemi (Haselwandter in Read, 1980; Read in Haselwandter, 1981).  
5.3 IZOLACIJA IN KARAKTERIZACIJA ZDRUŽBE GLIVNIH SIMBIONTOV 
Glive smo iz korenin dreves izolirali na osnovi predhodno opravljene morfotipizacije EM 
gliv na osnovi morfološko-anatomskih meril. Skupaj smo pregledali 6046 koreninskih 
vršičkov, od tega 2481 pri vrbi, 2938 pri brezi in 627 pri boru. Idenificirali smo 10 značilnih 
EM morfotipov, kar je primerljivo preteklim raziskavam na tem območju, kjer so pri vrbi 
razlikovali 7 značilnih EM morfotipov (Regvar in sod., 2010). Tudi Hrynkiewicz in sod. 
(2015) so v svoji raziskavi EM združbe vrbe in breze pregledali med 1000 in 5000 
koreninskih vršičkov ter jih razvrstili v 9 EM morfotipov, kar je primerljivo številkam iz 
naše raziskave. 
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Nadaljnja analiza morfotipov z molekulskimi metodami je pokazala, da sicer navidez 
morfološko podobni EM morfotipi pogosto rezultirajo v taksonomsko različnih skupinah 
gliv. Od uspešno izoliranih in karakteriziranih 8 morfotipov, se jih je manj kot polovica 
izkazalo za taksonomsko enotno glivno skupino (na nivoju rodu oziroma družine) znotraj 
iste drevesne vrste. Med različnimi drevesnimi vrstami znotraj istega morfotipa, pa sta le 2 
morfotipa izkazala za taksonomsko enotno glivno skupino (na nivoju rodu oziroma družine). 
To je sicer primerljivo z rezultati drugih raziskav karakterizacije EM združb dreves. Regvar 
in sod. (2010) poročajo, da je 7 tipičnih EM morfotipov vrbe rezultiralo v 26 različnih RFPL 
vzorcih, le 3 morfotipi pa so imeli podobne RFLP vzorce, preostali 4 pa so bili genetsko zelo 
heterogeni. Tudi rezultati Iwanski in sod. (2006) so pokazali, da je število identificiranih 
različnih glivnih sekvenc večje kot število morfološko določenih morfotipov. Le 3 od 8 
morfotipov so se namreč dobro ujemali z RFLP vzorci, medtem ko je 5 morfotipov tvorilo 
več različnih RFLP vzorcev, torej so bili znotraj njih zastopani predstavniki različnih 
taksonov gliv. 
5.3.1 Karakterizacija glivnih simbiontov vrbe 
Pri vrbi smo uspešno izolirali in karakterizirali 18 vzorcev, od tega 2 do vrste, 3 do rodu, 7 
do družine, 4 do redu in 2 do višje taksonomske skupine. Prevladovale so glive iz skupine 
Ascomycota (88,9 % vseh identificiranih), kar sta v preteklosti opazila tudi Likar in Regvar 
(2009), ki sklepata, da to nakazuje na večjo toleranco askomicetnih gliv na povečane 
koncentracije kovin v tleh. Na nivoju družin so prevladovale glive iz družine Sordariaceae, 
ki so predstavljale 28 % identificiranih koreninskih vršičkov vrbe, kar je v primerljivo 
dosedanjim raziskavami mikorizne kolonizacije vrbe, kjer so prav tako prevladovale glive 
iz družine Sordariaceae, ki so predstavljale 40% vseh koloniziranih vršičkov (Regvar in sod., 
2010). Na nivoju redov je prevladoval red Helotiales, ki je na obeh ploskvah predstavljal več 
kot 40 % identificiranih glivnih taksonov, sledil pa je red Sordariales, katerega predstavniki 
so predstavljali približno 30-35 % vseh taksonov na obeh ploskvah. Red Helotiales je bil 
tudi v preteklih raziskavah vrbe na območju Žerjava pogosto opažen (Likar in Regvar 2009; 
Regvar in sod., 2010), predvsem rod Phialophora/Cadophora ter še posebej vrsta 
Phialophora/Cadophora finlandica. Tudi v naši raziskavi smo 2 glivna izolata identificirali 
kot rod Cadophora oz. po novem Hyaloscypha, od tega enega zanesljivo kot vrsto 
Hyaloscypha finlandia. Vrste iz redu Helotiales so sicer pogosto opisane kot endofiti korenin 
(DSE) in občasno identificirane kot glive značilne za erikoidno mikorizo, zato verjetno z 
rastlinami tvorijo nekoliko drugačne oblike biotrofičnih interakcij oziroma so sekundarni 
kolonizatorji EM koreninskih vršičkov (Tedersoo in sod., 2009). Likar in Regvar (2009), sta 
opazila da rod Phialophora/Cadophora pozitivno korelira s povečanimi koncentracijami 
svinca v tleh in rastlinam dostopnim fosforjem, kar nakazuje, da so DSE tolerantni na 
povišane koncentracije kovin v tleh in verjetno izboljšujejo toleranco vrb na tleh, ki so 
prekomerno onesnažena s kovinami. Inokulacija vrb z avtohtonimi sevi DSE je tako koristna 
za rast vrb na tleh s povišanimi koncetracijami kovin ter je lahko uporabno orodje za namene 
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fitoremediacije, saj DSE izboljšajo možnosti za preživetje rastline po presajanju (Likar in 
Regvar, 2013).  
Hrynkiewicz in sod. (2008) so pri vrbi ivi opazili prevlado gliv iz družine Thelephoraeae 
(50-91 % vseh identificiranih gliv) na območju kontaminiranem s kovinami. V naši raziskavi 
smo glive iz družine Thelephoraceae pri vrbi opazili le na ploskvi P3 (kjer so predstavljale 
približno 15 % vseh identificiranih gliv), na ploskvi P2 pa nismo identificirali nobenih gliv 
iz te družine. Verjetno gre bolj za naključje in bi pri večjem številu vzorcev tudi na tej ploskvi 
našli glive iz družine Thelephoraceae, saj so bile te v preteklosti že identificirane pri vrbi na 
območju Žerjava, tudi na bolj onesnaženih ploskvah (Regvar in sod., 2010). Za to družino 
gliv je značilna temna barva, ki je posledica vsebnosti teleforične kisline in melanina, 
temnega pigmenta, ki je pogosta sestavina celičnih sten gliv (Koljalg in sod., 2000) in deluje 
kot zaščitni pigment pred biotskim in abitoskim stresom v okolju (Bell in Wheeler, 1986; 
Butler in Day, 1998; Koljalg in sod., 2000; cit. po. Hrynkiewicz in sod., 2015). Organske 
kisline kot je teleforična kislina, pa lahko vežejo kovine preko kelacije in s tem ublažijo 
toksični učinek na rastline oziroma zmanjšajo stres, ki ga povzročajo prekomerne 
koncentracije kovin v tleh (Jentschke in Godbold, 2000). Zato predstavnike družine 
Thelephoraceae pogosto najdemo na območjih, ki so prekomerno onesnažena s kovinami v 
tleh (Hrynkiewicz in sod. 2008). Značilnost EM gliv iz družine Thelephoraceae pa je tudi ta, 
da tvorijo relativno gladke morfotipe z le nekaj izhajajočimi hifami, kar pomeni da manjšo 
površino, ki je izpostavljena toksičnim snovem v tleh (Agerer, 2001), kar jim verjetno daje 
prednost in omogoča lažje preživetje v onesnaženih okoljih. 
Pri vrbi smo en izolat identificirali tudi kot rod Phoma, ki ne velja za mikorizno skupino 
gliv, pač pa združuje nepatogene saprofitske glive v tleh, ki pospešujejo rast rastlin 
(Hyakumachi, 1994). Prav tako naj bi imela pozitiven učinek za rastline, saj zavira nekatere 
bolezni korenin in listov (Meera in sod., 1994; 1995; Koike in sod., 2001; Chandanie in sod., 
2006; cit. po Saldajeno in sod., 2011). Našli pa smo tudi vrsto Steccherinum ochraceum, ki 
velja za patogeno vrsto na nekaterih drevesnih vrstah (Lincoff, 2008).  
5.3.2 Karakterizacija glivnih simbiontov breze 
Breza je imela izmed vseh treh drevesnih vrst največjo diverziteto taksonov. To je lahko 
delno posledica tega, da smo pri brezi uspešno izolirali in karakterizirali največ izolatov (22). 
Do vrste smo identificirali 6 izolatov, ostalih 16 pa smo uspeli identidicirati do rodu 14. Od 
tega jih je bilo 10 iz skupine Ascomycota in prav tako 10 iz skupine Basidiomycota, 2 izolata 
pa sta bila identificirana kot predstavnika skupine Mucomycota (rod Mortierella). To je 
podobno rezultatom Rudawska in sod. (2019), ki so v mešanem sestoju drves pri brezi 
opazili veliko diverziteto taksonov in približno enako razmerje med askomicetnimi in 
bazidiomicetnimi EM glivami, prvih je bilo sicer malenkost več (50,8 %). Pri brezah na 
onesnaženem območju Žerjava še ni bilo narejenih študij karakterizacije združbe EM gliv, 
zato naša raziskava predstavlja prve podatke o glivnih simbiontih te drevesne vrste.  
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Pri brezi je na obeh ploskvah prevladoval rod Tomentella (družina Thelephoraceae), ki je 
predstavljal kar 27 % vseh identificiranih koloniziranih vršičkov, sledile pa so glive iz 
družine Pyronemataceae (rod Trichophaea) in Leotiaceae (rod Alatospora), vsaka s po 14 % 
deležem kolonizacije. Podobne rezultate so pri študiji EM kolonizacije breze na ekstremnem 
rastišču dobili tudi Hrynkiewicz in sod. (2015), ki so opazili prevlado gliv iz družin 
Thelephoraceae in Pyronemataceae. V njihovi raziskavi zasledimo, da so glive iz družine 
Thelephoraceae predstavljale najbolj pogosto skupino EM gliv ter so imele hkrati najvišjo 
stopnjo EM kolonizacije koreninskih vršičkov (okoli 50 %). Prevladujoč je bil rod 
Tomentella, ki se je pojavljal pogosto in neodvisno od sezone (Hrynkiewicz in sod., 2015). 
Naši rezultati nakazujejo podoben trend EM kolonizacije breze s prevlado rodu Tomentella.  
Prav tako smo na obeh vzorčnih ploskvah pri brezi zasledili približno enak delež 
predstavnikov iz redu Agaricales, njihov delež je znašal približno 15-20 % koloniziranih 
vršičkov. Predstavniki iz redu Agaricales so pogosti kolonizatorji EM rastlin na degradiranih 
območjih in v revnih habitatih (Jumpponen in Trappe, 1998). Njihova prisotnost lahko 
nakazuje, da je EM glivna združba v zgodnji sukcesijski fazi z nizkim številom glivnih 
taksonov (Hrynkiewicz in sod., 2015). Iz tega redu smo pri brezi identificirali vrste 
Tricholoma scalpturatum, Hymenogaster populetorum, Hebeloma mesophaeum in 
predstavnike rodu Hygrocybe. Te vrste so že bile opisane kot EM simbionti pri brezah v 
raziskavah nekaterih drugih avtorjev (Tedersoo in sod., 2008; Hrynkiewicz in sod., 2015; 
Rudawska in sod., 2019). Vrste iz rodu Hebeloma so tipične pionirske vrste, ki se pojavljajo 
na mladih gozdnih sestojih in na degradiranih območjih (Marmeisse in sod., 2004).  
Poleg teh smo dva izolata identificirali tudi kot Cenococcum geophilum, ki je bil prav tako 
že opažen pri brezi (Tedersoo in sod., 2008; Rudawska in sod., 2019). Glive iz rodu 
Cenococcum so sicer tipične EM glive, ki jih pogosto najdemo v EM študijah pri mnogih 
gostiteljskih drevesnih vrstah (Rudawska in sod., 2019). Še posebej pa ta takson prevladuje 
na degradiranih območjih, saj lahko te glive tolerirajo tudi zelo neugodne pogoje, v katerih 
mnoge druge, manj tolerantne EM glive ne morejo preživeti (LoBuglio, 1999). 
Dva izolata pa smo identificirali kot rod Mortierella, ki velja za saprofitsko glivo in relativno 
pogoste glivne endofite v koreninah rastlin (Watanabe, 2010).  
5.3.3 Karakterizacija glivnih simbiontov bora 
Pri boru smo uspešno izolirali in karakterizirali le 6 vzorcev koreninskih vršičkov, ki so 
pripadali 2 morfotipoma (B in J). Morfotip J je bil sicer po številčnosti drugi najpogostejši 
kolonizator koreninskih vršičkov bora (v povprečju 15,8 % mikoriznih vršičkov), vendar pa 
je potrebno omeniti, da morfotipa D, ki je bil pri boru najpogostejši kolonizator korenin (v 
povprečju 68,4 % mikoriznih vršičkov) nismo uspeli uspešno izolirati in karakterizirati. Zato 
rezultati naše raziskave predstavljajo le preliminarno študijo te drevesne vrste na 
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onesnaženem območju Žerjava, vsekakor pa bi bile za kakršne koli zaključke potrebne še 
dodatne ocene in analize glivne združbe bora. 
Vendar pa naši rezultati kljub temu kažejo na to, da so pri boru zelo pogosti kolonizatorji 
koreninskih vršičkov predstavniki DSE. Od uspešno karakteriziranih glivnih izolatov bora 
smo namreč identificirali tipičnega predstavnika DSE in sicer glivo Wilcoxina rehmii. Ta 
rod so pri boru našli tudi Iwanski in sod. (2006), ki so ugotovili, da so bile glive iz rod 
Wilcoxina prevladujoč kolonizator korenin pri mladih sejankah bora na Poljskem. Poleg tega 
smo pri boru identificirali tudi vrsto Geopora cervina, ki je bila identificirana v vseh 3 
izolatih morfotipa B pri boru, kar kaže na to, da morfološka identifikacija morfotipa B dobro 
sovpada z molekulsko identifikacijo. Za rod Geopora je znano, da lahko tvori EM povezave 
z različnimi gostitelji tako v zgodnjih kot poznih sukcesijskih gozdnih sestojih, na zelo 
raznolikih tleh (Tedersoo in sod., 2006). Vrsta Geopora cervina je potencialni predstavnik 
DSE, saj glive iz rodu Geopora podobno kot glive iz rodu Wilcoxina tvorijo tipične 
ektendomikorizne povezave s tankim plaščem in slabo razvito Hartigovo mrežo ter tipično 
znotrajcelično kolonizacijo, in so značilne za drevesne vrste iz rodov Pinus in Larix (Mikola, 
1965; Yu in sod., 2001; Fujimura in sod., 2005). Obe vrsti sicer spadata v red Pezizales 
(družina Pyronemataceae), v katerem najdemo mnoge predstavnike DSE. Za glive iz tega 
redu je sicer značilno, da formirajo zelo različne ektomikorizne morfotipe tako glede barve, 
debeline in anatomskih značilnosti plašča in izhajajočih hif (Tedersoo in sod., 2006). Vrste 
iz redu Pezizales so pogosto dominantni predstavniki v EM glivnih združbah v ekosistemih, 
ki so v zgodnjih sukcesijskih fazah ali ekosistemih po motnjah (Gehring in sod., 1998). 
DSE zaradi svoje morfologije in sposobnosti tvorbe hifnega plašča, ki je lahko podoben EM 
glivam pogosto identificiramo v študijah EM združb. Poleg tega DSE pogosto izoliramo iz 
koreninskih vršičkov, ki so kolonizirani z EM glivami (Hatch 1934; Trappe 1962; 
Holdenrieder in Sieber, 1992). Nekateri avtorji tudi dokazujejo, da različne skupine glivnih 
endofitov v koreninah rastlin med seboj interagirajo in pozitivno vplivajo na rastlino. Tako 
naj bi EM in DSE glive skupaj bolj prispevale k povečani rastlinski biomasi kot pa vsaka 
skupina posebej (Reininger in Sieber, 2013). 
Poleg gliv iz rodu Geopora in Wilcoxina, smo dva izolata identificirali tudi kot predstavnika 
rodu Tomentella. Glive iz tega rodu so tipične EM glive in spadajo v družino 
Thelephoraceae, ki so prav tako pogosti kolonizatorji korenin rastlin na degradiranih 
območjih oziroma ekstremnih rastiščih (Hrynkiewicz in sod., 2008; Regvar in sod., 2010; 
Hrynkiewicz in sod., 2015). Van Tichelen in sod. (1999) so dokazali, da lahko glive iz 
družine Thelephoraceae ublažijo stres zaradi povišanih koncentracij bakra v tleh pri boru, 
preko vezave bakra na površino svojih hif. 
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5.4 VPLIV TALNIH PARAMETROV NA MIKORIZNO KOLONIZACIJO 
 
Slika 14: Barvni diagram soodvisnosti nekaterih talnih in mikoriznih parametrov pri izbranih drevesnih 
vrstah, z dodanim drevesom podobnosti na osnovi narejene analize grozdov. 
V naši raziskavi smo potrdili, da kolonizacija z DSE korelira s povečanimi koncentracijami 
kovin v tleh, kar so že opazili tudi v preteklih raziskavah vrbe na območju Žerjava (Likar in 
Regvar, 2009; Regvar in sod., 2010). To nakazuje na pomembno vlogo DSE pri izboljšanju 
tolerance rastlin na povišane koncentracije kovin v tleh (Likar in Regvar, 2009) in s tem 
njihovo preživetje v takšnih onesnaženih okoljih.  
Likar in Regvar (2009) sta opazila tudi, da kolonizacija z DSE korelira s količino rastlinam 
dostopnega fosforja v tleh. V naši raziskavi tega nismo potrdili, je pa količina rastlinam 
dostopnega fosforja v tleh pozitivno korelirala s kolonizacijo z AM in EM glivami, kar 
verjetno kaže na pomen teh gliv pri privzemu fosforja v rastline.  
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Opazili smo tudi pozitivno korelacijo nekaterih EM morfotipov (B, C, G in H) s povečanimi 
koncentracijami kovin v tleh. Ti morfotipi bi lahko bili primerni kandidati za nadaljnje 
študije in izolacije na kovine tolerantnih sevov gliv, ki bi lahko bili potencialno primerni za 
namene fitoremediacije. 
Primerjava talnih parametrov in mikorizne kolonizacije med drevesnimi vrstami in med 
vzorčnima ploskvama je pokazala, da so razlike bolj pogojene s samo drevesno vrsto kot pa 
vzorčno ploskvijo. To je jasno razbrati iz Slike 14, kjer vidimo, da se ista drevesna vrsta na 
osnovi vseh izmerjenih talnih in ocenjenih mikoriznih parametrov pogrupira skupaj. Prav 
tako sta si vrba in breza bolj podobni med seboj kot pa z borom, kar je pričakovano, saj sta 
obe kritosemenki, bor pa je golosemenka. Torej je drevesna vrsta verjetno bolj pomembni 
dejavnik, ki determinira prisotnost glivnih simbiontov, kot pa stopnja onesnaženosti oziroma 
sukcesijska stopnja. Nekateri avtorji sicer omenjajo, da povečana mikorizna aktivnost 
korelira s sukcesijo (Allen, 1991), drugi pa niso opazili razlik v mikorizni kolonizaciji med 
habitati v različnih sukcesijskih stopnjah in menijo, da EM glive ne povečajo svoje 
pomembnosti v poznejših sukcesijskih stopnjah (Van der Heijden in sod., 2000). Rezultati 
naše raziskave potrjujejo slednje, saj je bila stopnja EM kolonizacije vrbe zelo podobna in 
primerljiva tistim ocenam izpred desetih let, ko je bil sestoj še v nekoliko zgodnejši 
sukcesijski fazi.  
Tudi primerjava identificiranih taksonov je pokazala, da so ti bolj vrstno specifični kot pa 
pogojeni z vzorčno ploskvijo (stopnjo onesnaženosti oziroma sukcesijsko stopnjo). To je 
podobno predhodnim ugotovitvam Likar in Regvar (2009), ki nista opazila značilne razlike 
v glivnih profilih (taksonih) vzdolž sekundarnega sukcesijskega gradienta.  
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6 SKLEPI 
 
 Vse izbrane drevesne vrste (vrbo ivo, navadno brezo in rdeči bor) na onesnaženem 
območju Žerjava kolonizirajo arbuskularno mikorizne in ektomikorizne glive, kakor tudi 
temni septirani endofiti. 
 
 
 Pri vseh drevesnih vrstah prevladuje kolonizacija z EM glivami. 
 
 
 Pri vrbi se stopnja mikorizne kolonizacije v primerjavi s študijami iz preteklih let ni 
bistveno spremenila. 
 
 
 Najvišja stopnja kolonizacije z EM in AM glivami je bila opažena pri brezi. 
 
 
 Potrdili smo pozitivno korelacijo med kolonizacijo z DSE in povečanimi 
koncentracijami Cd, Pb in Zn v tleh. 
 
 
 Pri vrbi prevladujejo glive iz družine Sordariaceae, pri brezi pa glive iz družine 
Thelephoraceae. 
 
 
 Preliminarna študija glivne združbe bora nakazuje, da pri tej drevesni vrsti prevladuje 
kolonizacija z DSE (predstavniki družine Pyronemataceae). 
 
 
 Razlike v mikorizni kolonizaciji in strukturi glivnih simbiontov so bolj pogojene z 
drevesno vrsto kot pa vzorčno ploskvijo (stopnjo onesnaženja oziroma fazo sukcesije). 
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7 POVZETEK 
 
V naši raziskavi smo ocenili in karakterizirali mikorizno združbo treh izbranih drevesnih 
vrst (vrbe ive, navadne breze in rdečega bora) na onesnaženem območju Žerjava, kjer je v 
preteklosti delovala talinica in predelovalnica svinca, ki je povzročila popolno degradacijo 
vegetacije. V procesu sekundarne sukcesije si je vegetacija opomogla, vendar pa je to okolje 
še danes precej onesnaženo s povečanimi koncentracijami kovin v tleh.  
Prevladujoča lesna vrsta na tem območju je vrba iva (Salix caprea), ki je bila v preteklih 
letih dobro raziskana (Regvar in sod., 2006; Likar in Regvar, 2009; Regvar in sod., 2010; 
Likar in Regvar, 2013), tako da njene mikorizne simbionte že poznamo. Raziskave navadne 
breze (Betula pendula) in rdečega bora (Pinus sylvestris) na tem območju pa še niso bile 
narejene, zato naša raziskava predstavlja preliminarno študijo teh dveh vrst. 
Na obstoječih vzorčnih ploskvah P2 in P3, ki se razlikujeta v onesnaženosti s kovinami v 
tleh in sukcesijski stopnji, smo vzorčili koreninski sistem vseh izbranih treh drevesnih vrst 
skupaj s pripadajočimi rizosfernimi tlemi. Vzorcem tal smo določili vsebnost organske 
snovi, rastlinam dostopnega fosforja, celokupne koncentracije kovin in pH vrednost. 
Koreninski sistem dreves smo pregledali pod stereomikroskopom in z morfotipiranjem 
določili EM kolonizacijo. Prav tako smo z dvojnim barvanjem korenin dreves in pregledom 
pod mikroskopom ocenili kolonizacijo z AM in DSE.  
Optimizirali smo protokol za izolacijo glivne DNA iz mikoriznih koreninskih vršičkov 
(posameznih morfotipov) in mešanico za PCR reakcijo v katero smo zaradi visokih 
koncentracij kovin v vzorcih dodali BSA, za boljše delovanje DNA polimeraze. Uspešno 
smo izolirali in karakterizirali velik del EM morfotipov vrbe in breze. Večino identificiranih 
mikoriznih vršičkov pri vrbi so predstavljale askomicetne glive iz družine Sordariaceae, pri 
brezi pa bazidiomicetne glive iz družine Thelephoraceae. Pri boru smo uspešno izolirali in 
karakterizirali manjši del EM morfotipov, vendar pa preliminarni rezultati kažejo, da bi pri 
boru lahko bili prevladujoči kolonizatorji koreninskega sistema predstavniki DSE iz družine 
Pyronemataceae.  
Primerjava mikorizne kolonizacije dreves med različnimi drevesnimi vrstami in med 
različnima ploskvama kaže na to, da je stopnja in diverziteta mikorizne kolonizacije bolj 
pogojena z drevesno vrsto kot pa s stopnjo onesnaženosti oziroma sukcesijsko stopnjo.   
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PRILOGA  A 
Shematski prikaz ocenjevanja splošne mikorizne kolonizacije in ocenjevanja gostote 
posameznih glivnih struktur (po metodi Trouvelot in sod., 1986). 
 
 
Ocenjevanje stopnje splošne mikorizne kolonizacije: 
 
 
 
Ocenjevanje gostote posameznih glivnih struktur:  
 
A0 – nič      A1 – majhna      A2 – srednja A3 - velika 
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PRILOGA  B 
Mikorizni parametri za oceno kolonizacije koreninskega sistema in njihova razlaga 
(prirejeno po Trouvelot in sod., 1986). 
 
 
AM parameter Razlaga parametra Formula (izračun) 
 
Parametri, ki se nanašajo na celoten koreninski sistem 
 
 
F % 
Mikorizna frekvenca  
F% = 
š𝑡.  𝑚𝑖𝑘𝑜𝑟𝑖𝑧𝑛𝑖ℎ 𝑘𝑜𝑟𝑒𝑛𝑖𝑛
š𝑡.  𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑘𝑜𝑟𝑒𝑛𝑖𝑛
 * 100 
Frekvenca fragmentov z glivo, ki odraža 
razpoložljivost propagulov v tleh 
 
 
 
M % 
Splošna intenziteta mikorize  
M% = 
95𝑛5+70𝑛4+30𝑛3+5𝑛2+𝑛1
š𝑡.  𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑘𝑜𝑟𝑒𝑛𝑖𝑛
 
 
Pove nam, kolikšen delež celotne skorje 
koreninskega sistema je koloniziran z 
mikoriznimi glivami 
   
 
A % 
Gostota arbuskulov v koreninskem 
sistemu 
 
A% = a *  
𝑀
100
 
 
Odraža najboljši približek kvalitativne ocene 
mikorize in situ 
   
 
V % 
Gostota veziklov v koreninskem 
sistemu 
 
V% = v *  
𝑀
100
 
 
Delež arbuskulov v celotnem koreninskem 
sistemu 
   
 
S % 
Gostota svitkov v koreninskem 
sistemu 
 
S% = s *  
𝑀
100
 
 
Delež svitkov v celotnem koreninskem 
sistemu 
   
 
MS % 
Gostota mikrosklerocijev v 
koreninskem sistemu 
 
MS% = ms *  
𝑀
100
 
 
Nam kaže prisotnost DSE in daje okvirno 
oceno njihove pogostosti 
  
 
 
 
Parametri, ki se nanašajo le na koloniziran del koreninskega sistema 
   
 
m % 
Intenziteta mikorize v koloniziranih 
delih korenin 
 
m% = M * 
š𝑡.  𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑘𝑜𝑟𝑒𝑛𝑖𝑛
š𝑡.  𝑚𝑖𝑘𝑜𝑟𝑖𝑧𝑛𝑖ℎ 𝑘𝑜𝑟𝑒𝑛𝑖𝑛
  
= M * 
100
𝐹
 
Odraža kolonizacijo koreninskega sistema, 
kadar je glivnega inokuluma v teh malo (F% 
je nizek). 
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a % 
Gostota arbuskulov v delu skorje z 
mikorizno kolonizacijo 
 
a% =  
100𝑚𝐴3𝑚+50𝑚𝐴2+10𝑚𝐴1
100
  
Delež arbuskulov v koloniziranem delu 
koreninskega sistema 
 
 
 
v % 
Gostota veziklov v delu skorje z 
mikorizno kolonizacijo 
 
v% =  
100𝑚𝑉3𝑚+50𝑚𝑉2+10𝑚𝑉1
100
  
Delež veziklov v koloniziranem delu 
koreninskega sistema 
 
 
 
s % 
Gostota svitkov v delu skorje z 
mikorizno kolonizacijo 
 
s% =  
100𝑚𝑆3𝑚+50𝑚𝑆2+10𝑚𝑆1
100
  
Delež svitkov v koloniziranem delu 
koreninskega sistema 
 
 
 
ms % 
Gostota mikrosklerocijev v delu 
skorje z mikorizno kolonizacijo 
 
s% =  
100𝑚𝑀𝑆3𝑚+50𝑚𝑀𝑆2+10𝑚𝑀𝑆1
100
  
Delež mikrosklerocijev v koloniziranem delu 
koreninskega sistema 
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PRILOGA  C 
Celotna ektomikorizna kolonizacija in kolonizacija s posameznimi ektomikoriznimi morfotipi posameznih 
drevesnih vrst na obeh ploskvah (P2 in P3). 
Oznake vzorcev: Px-DREVOy (Ploskev X, Drevo Y; oznake ploskev: P2 – ploskev P2, P3 – ploskev P3; 
oznake dreves: BRE – breza, VRB – vrba, BOR – bor).  
SKUPAJ 
EM 
DELEŽI POSAMEZNIH EKTOMIKORIZNIH MORFOTIPOV 
VZOREC DELEŽ 
EM 
A B C D E F G H I J 
P3-BRE1 0.884 0.446 0.023 0.069 0.008 0.008 0.123 0.000 0.038 0.277 0.008 
P3-BRE2 0.776 0.526 0.000 0.099 0.007 0.000 0.270 0.013 0.020 0.066 0.000 
P3-BRE3 0.838 0.438 0.006 0.088 0.013 0.006 0.306 0.006 0.006 0.125 0.006 
P3-BRE4 0.860 0.404 0.010 0.029 0.000 0.000 0.365 0.000 0.048 0.144 0.000 
P3-BRE5 0.874 0.338 0.000 0.043 0.000 0.000 0.381 0.007 0.065 0.165 0.000 
P3-BRE6 0.834 0.119 0.007 0.106 0.000 0.007 0.245 0.000 0.185 0.331 0.000 
P2-BRE1 0.705 0.212 0.004 0.133 0.004 0.017 0.593 0.012 0.012 0.012 0.000 
P2-BRE2 0.752 0.259 0.045 0.091 0.000 0.033 0.547 0.008 0.004 0.004 0.008 
P2-BRE3 0.766 0.316 0.007 0.041 0.014 0.034 0.557 0.007 0.007 0.000 0.017 
P2-BRE4 0.760 0.415 0.023 0.073 0.000 0.013 0.445 0.010 0.010 0.003 0.007 
P2-BRE5 0.750 0.377 0.013 0.121 0.009 0.009 0.433 0.000 0.013 0.017 0.009 
P2-BRE6 0.769 0.528 0.011 0.089 0.006 0.006 0.294 0.000 0.006 0.044 0.017 
P3-VRB1 0.442 0.038 0.000 0.275 0.013 0.050 0.575 0.025 0.013 0.000 0.013 
P3-VRB2 0.606 0.051 0.009 0.239 0.017 0.043 0.607 0.017 0.009 0.000 0.009 
P3-VRB3 0.587 0.017 0.000 0.314 0.042 0.000 0.610 0.000 0.017 0.000 0.000 
P3-VRB4 0.569 0.017 0.000 0.431 0.026 0.000 0.491 0.026 0.000 0.009 0.000 
P3-VRB5 0.775 0.062 0.007 0.166 0.048 0.007 0.517 0.021 0.110 0.048 0.014 
P3-VRB6 0.886 0.122 0.034 0.128 0.007 0.047 0.493 0.041 0.047 0.081 0.000 
P2-VRB1 0.566 0.308 0.000 0.211 0.008 0.008 0.406 0.038 0.008 0.015 0.000 
P2-VRB2 0.431 0.194 0.000 0.226 0.043 0.011 0.484 0.011 0.022 0.000 0.011 
P2-VRB3 0.504 0.146 0.049 0.171 0.016 0.024 0.569 0.008 0.008 0.008 0.000 
P2-VRB4 0.474 0.212 0.034 0.220 0.017 0.008 0.390 0.008 0.034 0.068 0.008 
P2-VRB5 0.438 0.213 0.011 0.202 0.011 0.022 0.506 0.011 0.011 0.000 0.011 
P2-VRB6 0.413 0.241 0.024 0.181 0.036 0.012 0.470 0.000 0.036 0.000 0.000 
P3-BOR1 0.568 0.000 0.000 0.000 0.000 0.048 0.429 0.000 0.000 0.095 0.429 
P3-BOR2 0.375 0.000 0.000 0.000 0.042 0.000 0.167 0.000 0.000 0.375 0.417 
P3-BOR3 0.641 0.000 0.000 0.000 0.020 0.120 0.040 0.000 0.000 0.620 0.200 
P3-BOR4 0.552 0.000 0.000 0.000 0.027 0.000 0.000 0.000 0.000 0.919 0.054 
P3-BOR5 0.678 0.000 0.000 0.000 0.025 0.000 0.025 0.000 0.000 0.800 0.150 
P3-BOR6 0.620 0.000 0.000 0.000 0.129 0.000 0.065 0.000 0.000 0.806 0.000 
P2-BOR1 0.444 0.000 0.000 0.000 0.050 0.000 0.050 0.000 0.000 0.650 0.250 
P2-BOR2 0.391 0.000 0.000 0.000 0.222 0.056 0.000 0.000 0.000 0.556 0.167 
P2-BOR3 0.542 0.000 0.000 0.000 0.115 0.000 0.000 0.000 0.000 0.808 0.077 
P2-BOR4 0.535 0.000 0.000 0.000 0.174 0.000 0.043 0.000 0.000 0.652 0.130 
P2-BOR5 0.432 0.000 0.000 0.000 0.063 0.063 0.000 0.000 0.000 0.750 0.125 
P2-BOR6 0.792 0.000 0.000 0.000 0.095 0.024 0.000 0.000 0.000 0.810 0.071 
Mravlje J. Kolonizacija korenin in karakterizacija glivnih endofitov pri … na onesnaženem območju Žerjava.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
  
   
 
 
PRILOGA  D 
Preglednica prikazuje deleže (v %) posameznih ektomikoriznih morfotipov glede na vse 
mikorizne koreninske vršičke pri vrbi, brezi in boru na ploskvi P2 in P3 (povprečje ± SE, 
n=6). Različne črke pri deležu posameznih ektomikoriznih moroftipov označujejo 
statistično značilne razlike med vrstami in med ploskvama (enosmerna ANOVA, 
Duncanov post-hoc test, p <0,05). 
 
 
 
  
EM 
morfotip 
Vrba (Salix caprea) Breza (Betula pendula) Bor (Pinus sylvestris) 
P2 P3 Skupaj 
(P2+P3) 
P2 P3 Skupaj 
(P2+P3) 
P2 P3 Skupaj 
(P2+P3) 
A 
B 
C 
D 
E 
F 
G 
H 
I 
J 
21,9b 5,1c 13,3 35,1a 37,9a 35,6 0c 0c 0 
47,1a 54,9a 50,8 47,8a 28,2b 41,3 1,6c 12,1c 5,7 
2,0a 0,8ab 1,5 1,7a 0,8ab 1,4 0b 0b 0 
1,5b 2,3b 2,3 1,4b 18,5b 7,4 70,4a 60,3a 68,4 
1,4a 2,4a 1,9 1,9a 0,3a 1,4 2,4a 2,8a 2,9 
2,2b 2,5b 2,3 0,5b 0,4b 0,5 12,0a 4,0b 7,2 
20,2a 25,9a 22,7 9,1b 7,2b 8,4 0c 0c 0 
1,3ab 2,2a 1,8 0,6bc 0,4bc 0,6 0c 0c 0 
2,0b 3,3ab 2,9 0,9b 6,0a 2,8 0b 0b 0 
0,5b 0,6b 0,5 1,0b 0,2b 0,7 13,6a 20,8a 15,8 
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PRILOGA  E 
Matrika podobnosti na osnovi katere je bila narejena primerjava glivne združbe (na nivoju 
rodov) dreves med ploskvama P2 in P3. 
 
Za izdelavo matrike smo uporabili Bray-Curtisovo metodo (funkcija "vegdist" v knjižnici 
"vegan" programskega jezika R). Za risanje drevesa podobnosti pa smo uporabili Wardovo 
metodo (funkcija "hclust" v knjižnici "cluster" programskega jezika R).  
 
 Stopinje 
prostosti 
Vsota 
kvadratov 
Povprečje 
kvadratov 
F-vrednost R2 Pr (<F) 
Ploskev  1 0,26723 0,26723 0,72324 0,15312 0,7 
Residuals 4 1,47798 0,36949  0,84688  
Skupaj 5 1,74521   1,00000  
Razlike med ploskvama niso statistično značilne.  
 
